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Abbréviations 
 
GLUT1 = glucose transporter 1 
18
FDG = 18 fluor deoxy glucose 
CA = carbonic anhydrase 
LDH = lactate déshydrogénase 
MCT = monocarboxylate transporteur 
EMMPRIN = extracellular matrix metalloproteinase inducer (= basigine = CD147) 
HIF-1 = hypoxia inducible factor 1 
PHD = prolyl hydroxylase 
ODDD = domaine de dégradation dépendant de l'oxygène 
N-TAD = zone d'activation transcriptionnelle amino-terminale de HIF-1 
C-TAD = zone d'activation transcriptionnelle carboxy-terminale de HIF-1 
VHL = von Hippel Lindau 
FIH = factor inhibiting HIF-1 
BNIP3 = BCL2/adenovirus E1B protein-interacting protein 3 
BNIP3L = BCL2/adenovirus E1B protein-interacting protein 3 ligand 
VEGF = vascular epithelial growth factor 
ANG2 = angiopoïétine 2 
HK2 = hexokinase 2 
PGK1 = Phosphoglycerate kinase 1 
PDK1 = pyruvate déshydrogénase kinase 1 
PI3K = Phosphatidylinositide 3-kinase 
mTOR = mammalian target of rapamycin 
ING4 = Inhibitor of growth protein 4 
PTEN = Phosphatase and tensin homolog 
PFKM = 6-phosphofructokinase, type musculaire 
ENO1 = enolase 1 
GLS = glutaminase 
LAT-1 = L-type amino acid transporter 1 
ERK = Extracellular signal-regulated kinases 
ETC = electron transport chain 
AMPK = AMP-activated protein kinase 
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mTORC1 = mammalian target of rapamycin complex 1 
TNEG = cancer du sein triple négatif 
IRM = imagerie par résonance magnétique 
SBR = grade de scarf bloom et richardson modifié Elston et Ellis 
CK = cytokératine 
RB1 = rétinoblastome 1 
EGFR = epidermal growth factor 
IDH1 = Isocitrate dehydrogenase 1 
AR = androgen receptor 
RH = recepteur hormonal 
SUV = standardized uptake value 
SSRM = survie sans récidive métastatique 
SP = survie spécifique 
SSR = survie sans rechute 
SSRL = survie sans rechute locale 
NA = non applicable 
FEC = 5-FU, epirubicine, cyclophosphamide 
TMA = tissu-micro array 
HES = hématoxyline eosine safran 
HR = Hazard Ratio 
ZFN = zinc finger nuclease 
miR-210 = micro ARN 210
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1. Altération du métabolisme énergétique dans les cancers 
1.1. Introduction  
 
        Les cancers se caractérisent par une prolifération cellulaire incontrôlée et continuelle,  
avec pour conséquence une demande énergétique et en nutriments supérieure à celle des 
cellules normales. Les anomalies du métabolisme énergétique ont ainsi récemment été 
considérées comme un nouveau "hallmark" émergeant, potentiellement nécessaire à 
l'émergence de cancers (Figure 1 hallmark) 
1
. 
 
Figure 1. "Hallmarks" émergents (Hanahan D et Weinberg R, Cell 2011) : en complément des hallmarks déjà 
décrits et validés (résistance à l'apoptose, autosuffisance en facteur de croissance ...) 2 nouveaux hallmarks sont 
décrits: reprogrammation du métabolisme énergétique, la capacité à échapper au système immunitaire; les 
auteurs décrivent également 2 autres caractéristiques ("enabling characteristics") qui semblent indispensables à 
l'émergence de l'ensemble des hallmarks à savoir, l'instabilité génétique et l'inflammation tumorale  
 
        Le métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses est en particulier exacerbé par 
rapport aux cellules normales, avec une capacité supérieure à importer et à métaboliser le 
glucose.  Il en résulte une surexpression de protéines d'import du glucose comme GLUT1 
(glucose transporter type 1), et une captation supérieure du glucose marqué au 18-fluor-
deoxy-glucose (
18
FDG) lors de la réalisation de PET-scanner au 
18
FDG, permettant de 
détecter des envahissements tumoraux non suspectés par les autres moyens diagnostics.   
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        En conditions physiologiques, la molécule de glucose est métabolisée en pyruvate qui en 
normoxie (pO2 entre 4 et 20 mm Hg au niveau cellulaire), va être métabolisée via le cycle de 
Krebs et la chaine respiratoire mitochondriale pour fournir 6 molécules de CO2 (acide 
carbonique), 44 molécules de H2O et 38 molécules d'ATP. Cette glycolyse correspond à la 
"respiration" mitochondriale. En l'absence d'oxygène (pO2 < 4 mmHg) le glucose sera 
métabolisé dans le cytoplasme en pyruvate puis en 2 molécules de lactate, 2 H+, 2 molécules 
d'H2O et 2 molécules d'ATP. Ce processus caractérise la glycolyse anaérobie ou simplement 
appelée "glycolyse" en opposition à la respiration 
2
. Alors que la glycolyse ne fournit que 2 
molécules d'ATP les cellules tumorales vont présenter un phénotype plutôt glycolytique que 
respiratoire, même en présence d'une p02 normale. La glycolyse fournit effectivement  de 
manière plus rapide l'ATP et des précurseurs carbonés ( molécules à 3 carbones facilitant 
l’anabolisme des lipides et de certains acides aminés) nécessaires au métabolisme exacerbé 
des cellules cancéreuses.  Ce phénomène a été pour la première fois décrit par Otto Warburg 
et est couramment appelé "effet Warburg" 
3
 (Figure 2). 
 
 
Figure 2. Le glucose est métabolisé soit via la mitochondrie en condition de normoxie pour donner 38 ATP, soit 
par voie anaérobie pour donner 2 ATP qui est en fait la voie privilégiée, même en normoxie (effet Warburg, 
flèche rouge) et plus souvent par les 2 voies selon les conditions du microenvironnement 
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La production massive d'acide lactique et d'acide carbonique va conduire la cellule tumorale à 
surexprimer des protéines impliquées dans l'export de ces déchets métaboliques car leur 
accumulation peut aboutir à une diminution du pH intracellulaire, à une altération 
considérable de l'activité de très nombreuses enzymes et à un stress cellulaire pouvant 
conduire à un effet cytostatique, ou dans le cas de déplétion de nutriments à la mort par 
"catastrophe métabolique" 
3
.  
 
1.2. Les anhydrases 
carboniques 
 
         Les anhydrases carboniques 
(CAs) représentent une famille de 
16 protéines enzymatiques 
(métalloenzymes zinc) dont la 
distribution tissulaire varie selon 
l'isoforme et permettent 
l'hydratation réversible d'une 
molécule de CO2 en HCO3
-
 + H
+
 
(Figure 3) 
4
. 
 
        L'expression tissulaire des CAs 
diffère selon l'isoforme. Au niveau 
cellulaire l'expression des CAs est 
soit cytosolique, soit membranaire. 
CAII est une protéine cytosolique, 
mitochondriale et membranaire des  
érythrocytes qui a un rôle physiologique                             Figure 3. Anhydrases carboniques 
marjeur permettant les échanges gazeux                        (PG=protéoglycan, TM = transmembranaire, 
échange d' O2  avec CO2) au niveau                                                       IC = intracellulaire) 
pulmonaire CAIX  (chromosome 9p13.3)  et                      
CAXII (chromosome 15q22) sont  des CAs membranaires dont le site                                         
catalytique est externe et permettent  l'alcalinisation intracellulaire par facilitation de l'export 
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extracellulaire du CO2. De ce fait, ces CAs en collaboration avec des échangeurs de 
bicarbonate participent à la régulation du pH intracellulaire. CAIX surtout mais aussi à un 
degré moindre CAXII sont les seules CAs régulées par le facteur transcriptionnel HIF-1  
5
 
activé dans des conditions hypoxiques. 
         L'expression de CAIX est physiologiquement restreinte à la muqueuse gastrique de 
l'estomac, du duodénum, de l'intestin grêle et de l'arbre biliaire 
6
. L'expression de CAIX est en 
revanche très fréquente dans les cancers, et a souvent été retrouvée comme facteur de mauvais 
pronostic 
5
. CAIX est la protéine dont l'expression est la plus fortement augmentée en réponse 
à l'exposition hypoxique dans les cellules humaines 
7
 et elle possède l'activité catalytique la 
plus élevée d'hydratation du dioxyde de carbone 
8
. L'équipe de Pastorekova a démontré que 
l'expression de CAIX permettait aux cellules tumorales d'acidifer le milieu extracellulaire 
9
 et 
notre équipe a été une des premières à montrer qu'elle permettait également d'alcaliniser le 
milieu intracellulaire des cellules tumorales 
10
. Bien que le "silencing" de CAIX par technique 
de shRNA inductible a permis de ralentir la progression tumorale in vitro 
10,11
, la sous-
expression de CAIX n'entraine pas de mort cellulaire, à cause, en partie, de la surexpression 
concomitante de CAXII 
10
. Des essais thérapeutiques testant l'efficacité de l'inhibition de 
CAIX sont en cours dans de nombreuses tumeurs solides 
12
, notamment le girentuximab 
radioactif qui est une radio-immunothérapie ayant permis une stabilisation tumorale voire une 
réponse partielle lors d'une phase I dans les carcinomes à cellules claires du rein 
13
. 
        CAXII a pour la première fois été décrit dans des cellules de carcinome à cellules claires 
du rein et a été retrouvé dans de très nombreux tissus sains 
14
 (foie, poumons, tube digestif, 
rein, peau, cerveau entre autres). Il est surexprimé également dans de très nombreux cancers 
mais sa valeur pronostique est plus discutable 
15
. In vivo chez la souris, toutefois, il semble 
que la double invalidation de CAIX et CAXII dans des lignées de carcinome du colon 
permettent une réduction plus importante de la croissance des xénogreffes 
10
. Notre équipe l'a 
confirmé dans 2 autres modèles in vivo (poumon: A549, et mélanome: A375, données non 
publiées). L'impact d'autres anhydrases carboniques sur l'agressivité des cellules cancéreuses 
est en cours d'analyse (notamment CAII). Il est possible qu’une inhibition concomitante de 
CAIX et de CAII cytoplasmique conduisent à un effet acidifiant plus profond et donc à un 
effet anti-cancéreux plus prononcé. Il existe un pan-inhibiteur des anhydrases carboniques, 
l'acétazolamide (nom commercial DIAMOX
®
), couramment utilisé pour le traitement du mal 
des montagnes, le glaucome, l'alcalose aux soins intensifs et  l'hypertension intracrânienne. 
Une récente étude a montré qu'il pouvait avoir un effet anti-cancéreux in vitro 
16
 et in vivo 
17
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dans des lignées de carcinome bronchique. 
 
1.3. Les transporteurs de monocarboxylates 
 
        A cause de l'effet Warburg la majorité des cellules tumorales sont "glucose addict" et 
consomment une grande quantité de glucose d'où la fixation fréquente de la majorité des 
cancers au PET-scanner au 
18
-FDG. Passant par la voie fermentative, le glucose va être 
métabolisé en pyruvate puis acide lactique (Figure 2 page 3) via la lactate déshydrogénase, 
principalement de type 5 (LDH-5 ou LDH-A) 
18
. L'acide lactique ainsi formé doit être expulsé 
du cytosol de manière à maintenir un pH intracellulaire légèrement alcalin > à 7.2. La 
diffusion passive de la forme acide lactique à travers la membrane plasmique ne se faisant qu’ 
à très faible vitesse, l’export de lactate est opéré par des symporteurs lactate/H+ ou Mono 
Carboxylate Transporters (MCTs) qui sont généralement surexprimés dans les cellules 
hypoxiques et à croissance rapide.  La famille des MCTs comprend 14 membres dont 
seulement 4 sont situés à la membrane plasmique. Il s'agit de protéines symports permettant le 
co-transport réversible d'un ion lactate. Leur structure et fonction ont été revues en 2012 par 
l'équipe d'Andrew Halestrap, pionnier dans ce domaine 
19
. MCT1, MCT2, MCT3 et MCT4 
ont été décrits comme les seuls MCTs transportant les protons et les monocarboxylates. Les 
deux MCTs membranaires les mieux caractérisées dans les tumeurs sont MCT1 (chromosome 
1p12) et MCT4 (chromosome 17q25.3). Les MCTs sont exclusivement exprimés à la 
membrane plasmique et possèdent 12 segments transmembranaires (Figure 4).  
 
 
Figure 4. Structure schématique des MCTs membranaires 
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        Ils permettent de transporter les monocarboxylates comme le pyruvate, le lactate, les 
corps cétoniques (acétoacétate et β-hydroxybutyrate). Les MCTs 1 à 4 nécessitent 
l'association à une protéine membranaire chaperonne pour être conduits à la membrane 
plasmique et y être stabilisés. La protéine ancillaire la plus fréquemment décrite est la 
basigine (CD147/EMMPRIN, codé sur le gène 19p13.3), mais en son absence, l'embigine 
permet de jouer le rôle de chaperonne (SLC25A3/gp70, codée sur le gène 12q23). MCT1 a 
une expression quasi ubiquitaire alors que MCT4 a une expression plus restreinte, surtout 
dans les cellules du muscle strié squelettique, les cellules de la moëlle osseuse (leucocytes) et 
les cellules hypoxiques tumorales. L'autre différence entre MCT1 et MCT4 est que MCT1 
permet le transport du lactate et du pyruvate avec une bonne affinité. MCT4 a une affinité 
moindre pour tous les substrats mais transporte exclusivement le lactate 
19
, d'où l'idée que 
MCT4 est le transporteur dédié du lactate. Ces caractéristiques, associées à une induction par 
HIF-1 expliquent sa surexpression dans les tissus hypoxiques et les tumeurs à croissance 
rapide comme les cancers du sein triple négatif 
20
 et les gliomes 
21
 ainsi que dans les tissu 
normaux hautement glycolytiques (muscle). Le transport peut-être bi-directionnel selon 
l'utilisation de l'acide lactique.  Il a notamment été décrit une surexpression des MCTs dans 
les fibroblastes du stroma, avec comme hypothèse, une recaptation de l'acide lactique par ces 
fibroblastes permettant l'oxydation de l'acide lactique en pyruvate et son recyclage comme 
source carbonéee énergétique utilisée par les cellules tumorales. Cela a été décrit dans le 
cancer du colon 
18
  mais aussi en sens inverse dans le cancer de la prostate où un dialogue 
semble s'installer entre la cellule tumorale prostatique et la cellule fibroblastique du stroma 
22
.             
 
        Comme pour les CAs, l'invalidation de MCT1 et MCT4 par technique de shRNA 
inductible dans la lignée de cancer colorectal LS174 ou par un inhibiteur spécifique de MCT1 
(Astrazeneca) dans une lignée de fibroblaste immortalisée CCL39, a permis de ralentir leur 
croissance in vitro, mais aussi in vivo dans des modèles de xénogreffes tumorales 
23
. Comme 
pour les CAs il semble que l'effet anti-tumoral soit d'autant plus important que plusieurs 
MCTs sont invalidés puisque l'effet anti-tumoral in vivo est supérieur lorsque MCT1 et 
MCT4 sont invalidés dans ces mêmes modèles, par rapport à une invalidation d'un seul MCT 
23
 . L'invalidation de basigine est un autre moyen d'altérer la fonction de MCT1 et MCT4. 
Cela a été réalisé dans une lignée de cancer du pancréas avec un effet anti-tumoral 
24
 ainsi que 
dans la lignée LS174 dans notre équipe 
23
. Le ciblage des MCTs semble donc être une voie 
intéressante en clinique. Des inhibiteurs de MCTs sont actuellement en développement ciblant  
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MCT1 et MCT2 
23
 mais aussi des inhibiteurs spécifiques de MCT4 en cours de caracérisation. 
Par ailleurs une approche anticorps monoclonaux est développée par plusieurs industries 
pharmaceutiques pour le ciblage de Basigine/CD147. 
 
1.4. Autres protéines impliquées dans le métabolisme énergétique  
      des cancers: HIF-1, C-Myc, LAT-1 
 
        HIF-1 et c-Myc sont deux facteurs transcriptionnels clefs qui jouent le rôle de chef 
d'orchestre dans la régulation du métabolisme énergétique. 
         
1.4.1 HIF 
 
        HIF est principalement exprimé durant le développement embryonnaire et à l'âge adulte 
essentiellement au cours de processus pathologiques comme l'ischémie, la maladie 
d'Alzheimer, le diabète, le psoriasis et le cancer 
25
.  HIF est un hétérodimère constitué d'une  
sous-unité α oxygéno-dépendante et d'une sous-unité β (récepteur de la dioxine) exprimée de 
façon constitutive 
26,27
. Il existe 3 isoformes de la sous-unité α déterminant les isoformes HIF-
1α, HIF-2α et HIF-3α, et 2 isoformes de la sous-unité β. Le gène hif1a est localisé sur le 
chromosome 14q23.2,  le gène hif2a sur le chromosome 2p21 et le gène hif3a sur le 
chromosome 19q13.32. La régulation de la présence de HIF dans la cellule dépend de la 
concentration d'oxygène et fait appel à une régulation post-traductionnelle qui implique 3 
senseurs de l'oxygène riche en Fer (dioxygénases), appelés protéines avec un domaine prolyl 
hydroxylase (PHD) 
28
. En condition de normoxie (pO2 > 5%) les PHDs sont actives et vont 
hydroxyler 2 résidus proline (Pro402 et Pro564) du domaine de dégradation dépendant de 
l'oxygène (ODDD) de HIF-1 α qui est lui-même situé sur la zone d'activation 
transcriptionnelle amino-terminale (N-TAD) (Figure 5). L'hydroxylation d'ODDD permet son 
ubiquitylation par la E3 ligase von Hippel-Lindau (VHL) et son trafic vers le protéasome pour 
y être dégradé 
29
. FIH (factor inhibiting HIF-1) est un autre senseur d'oxygène. Il s'agit d'une 
asparaginyl hydroxylase qui se lie de façon covalente au domaine d'activation transcriptionnel 
carboxy-terminal de HIF (C-TAD) empêchant ainsi l'interaction avec les co-facteurs de 
transcription comme p300 
27
. La diminution du taux d'oxygène entraine l'inactivation des 
protéines à PHD, puis de FIH, pour des taux d' hypoxie plus sévère permettant l'interaction de 
13 
 
HIF avec les gènes se liant respectivement au N-TAD et au C-TAD (Figure 5). 
 
 
Figure 5. Structure de HIF-1: HIF-1 est un membre de la famille des protéines basic-helix-loop-helix 
PerArntSim (bHLH-PAS). Elle possède une activité transcriptionnelle "bi-céphalique" avec un domaine 
d'activation transcriptionnel amino-terminal (N-TAD) et carboxy-terminal (C-TAD) qui dépendent de 
l'interaction avec des senseurs d'oxygène que sont les protéines à domaine prolyl-hydroxylase (PHD) et le 
facteur inhibant HIF-1 (FIH); schéma issu de Pouysségur et al, Nature (2006) 
27
 . 
 
 Après translocation dans le noyau HIF se fixe sur des régions du génome appelées hypoxia 
response elements (HRE) et va ensuite influer positivement ou négativement l'expression de 
plus de 5% du génome (Figure 6), dont des gènes impliquées dans l'érythropoïèse (EPO), 
l'angiogénèse (VEGF, ANG2,  IL8), l'autophagie (BNIP3, BNIP3L) et la migration cellulaire 
(MMP2), mais aussi dans l'homéostasie du pH (CA9, CA12, MCT4) et le métabolisme 
glycolytique (GLUT1, HK2, PGK1, PDK1, LDH-A) (Figure 6). A noter que l'activation de 
HIF peut ne pas seulement faire suite au stress hypoxique mais aussi en normoxie via 
l'interaction avec Ras, Raf, PI3K, Akt, mTOR, c-Myc, ou la délétion de P53, ING4, PTEN 
30
. 
Ce sont ces derniers mécanismes qui pourraient expliquer en partie l'effet Warburg.  
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Figure 6. Gènes régulées par le facteur de 
transcription HIF-1: angiogénèse, 
métabolisme glucidique, régulation du pH 
intracellulaire, autophagie, 
invasion/migration, détection du taux 
d'oxygène, respiration mitochondriale, 
érythropoïèse 
 
 
 
 
        Chez l'homme l'expression de HIF est généralement corrélé à un plus mauvais pronostic 
que ce soit en terme de rechutes ou de décès, notamment dans les cancers ORL 
31
, les cancers 
vulvaires 
32
, les cancers du sein 
33
, les glioblastomes 
34
 et les cancers du rein 
35
. 
        De nombreuses équipes ont tenté de développer des inhibiteurs de HIF 
36
 sans succès 
étant donné l'importance de cette protéine et son caractère pléïotropique avec pour 
conséquence de nombreuses toxicités prévisibles. Il apparaît plus judicieux de cibler les 
protéines régulées par HIF, comme les protéines de régulation du pH intracellulaire 
(anhydrases carboniques) et les MCTs qui exercent une action négative sur la vitesse de la 
glycolyse. 
 
1.4.2. c-Myc 
 
        Le gène MYC est un des gènes les plus fréquemment mutés dans les cancers, subissant le 
plus souvent des amplifications et des translocations 
37
. Il est situé sur le chromosome 8q24 et 
code pour la protéine Myc (c-Myc) qui est un facteur de transcription  qui interagit avec son 
partenaire Max pour transactiver ou réprimer les gènes cibles. MYC joue également un rôle 
physiologique important participant à la réparation tissulaire et a été identifié comme un des 4 
facteurs permettant la reprogrammation cellulaire et la dédifférenciation de cellules 
différenciées en cellules souches pluripotentes 
38
. Comme HIF, Myc peut se lier à de très 
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nombreux promoteurs de gènes (30% des gènes 
39
) dont seulement une fraction va répondre. 
Myc va notamment permettre, via l'interaction avec E2F1, de réguler le métabolisme des 
acides aminés 
39
, et via l'interaction avec HIF-1 de réguler les gènes du métabolisme 
glucidique 
40
. Une des premières cibles identifiées pour c-Myc a été le gène codant pour 
LDH-A (chromosome 11p15.4) 
41
. Les autres partenaires glycolytiques identifiés ont été 
l'hexokinase 2 (HK2), la phosphofructokinase (PFKM) et l'enolase 1 (ENO1) facilitant ainsi 
l'import du glucose et sa conversion en pyruvate puis en lactate 
37
. De nombreux gènes sont 
transactivés par HIF-1 et c-Myc, de manière concomitante, en hypoxie, et de manière 
exclusive par c-Myc en normoxie permettant la conversion du glucose en lactate (via LDH-
A), même en normoxie, expliquant donc en partie l'effet Warburg. 
        c-Myc est capable d'activer de très nombreux gènes impliqués dans la biogenèse 
mitochondriale, favorisant l'oxydation du glucose dans le cycle de Krebs grâce à sa 
conversion en acetyl-CoA; c-Myc va également favoriser l'import de glutamine et la 
glutaminolyse mitochondriale. Li et al ont démontré que la masse mitochondriale est 
strictement corrélée à la fonction de MYC, montrant ainsi l'importance de ce gène dans le 
métabolisme énergétique des cellules tumorales 
42
.  La figure 7 résume le rôle de c-MYC dans 
le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses. 
 
 
 
Figure 7. Myc et HIF-1 régulent le 
métabolisme du glucose (GLUT1, HK2, 
PKM2, LDHA, PDK1). Myc stimule 
également le métabolisme de la glutamine 
(SLC1A5, glutaminase GLS). L’induction 
de PDK1 qui bloque l’activité de la 
Pyruvate déshydrogénase est capitale 
dans le mécanisme de l’effet Warburg 37 
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1.4.3. LAT-1 
 
        Les acides aminés sont la première source d'azote et sont utilisés pour la constitution des 
protéines mais aussi des nucléotides et du glutathion. Le squelette carboné des acides aminés 
est également parfois utilisé pour la génèse d'ATP et pourrait aussi contribuer à la synthèse 
des stérols et des lipides 
43
. Du fait de la prolifération continuelle des cellules tumorales, les 
besoins en ces nutriments sont élevés et les cellules surexpriment donc, par rapport aux 
cellules normales, des transporteurs membranaires aux acides aminés, notamment L-type 
amino acid transporter 1 (LAT1) (chromosome 16q24.3). Il s'agit d'une protéine appartenant à 
la famille SLC7 (cationic amino acid transporter/glycoprotein associated amino acid 
transporter family) comme LAT-2. LAT-1 se caractérise par sa propriété à transporter les 
acides aminés essentiels non synthétisés par la cellule. Ce transporteur a été caractérisé pour 
la première fois en 1998 
44
, transporte majoritairement la phenlylalanine, le tryptophane, 
l'isoleucine, la valine, l'histidine et la methionine alors qu'ASCT2 (ou SLC1A5, solute carrier 
family 1, neutral amino acid transporter, member 5; chromosome 19q13.3), l'autre 
transporteur essentiel des acides aminés, transporte plutôt la glutamine, cystéine, la thréonine, 
la sérine et l'alanine 
43
. LAT-1 commence à être décrit comme facteur pronostic dans les 
cancers du rein 
45
, les carcinomes adénoïdes kystiques 
46
, les cancers des voies biliaires 
47
, les 
cancers du pancréas 
48
, du poumon 
49
 et même les cancers du sein triple négatif 
50
. Sa protéine 
chaperonne est la glycoprotéine CD98/4F2HC qui a aussi été décrite comme associée aux 
cellules souches cancéreuses des cancers ORL 
51
. L'impact pronostique d'ASCT2 n'a jamais 
été étudié en cancérologie. 
        Le niveau d'expression des protéines transportrices des acides aminés est finement régulé 
par la protéine kinase sensible à la rapamycine mTORC1 (Figure 8). mTORC1 est activée en 
amont par les voies de signalisation ERKs et AKT à condition que les niveaux d’ATP et d’ 
acides aminés intracellulaire soient suffisants.  Cette kinase est un véritable senseur 
énergétique via AMPK et senseur des acides aminés par sa translocation sur les lysosomes 
(source d’acides aminés issus de l’autophagie). Son action via l’activation de p70S6K 43 
contrôlant la traduction des  protéines est capitale dans le processus de prolifération et 
d’entrée dans la phase de réplication de l’ADN. Tout blocage de LAT1 peut donc fortement 
impacter sur l’activité de mTORC1, la synthèse protéique et donc la croissance des cellules à 
fort "turnover" de croissance. 
 
17 
 
     
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
  
                             
    
                                                      
             Figure 8. Transporteurs LAT1 et ASCT2 et régulation de leur expression par mTOR 
43
 
 
2. Les cancers du sein "triple négatif" 
2.1. Définition 
 
        Le cancer du sein reste la première cause de mortalité par cancer chez la femme dans le 
monde, avec en particulier 39 620 décès attendus en 2013 aux Etats-Unis 
52
. Les cancers du 
sein triples négatifs correspond à environ 15% des cancers du sein et sont caractérisés par 
l'absence d'expression des récepteurs nucléaires à l'estrogène et à la progestérone, et par 
l'absence de surexpression membranaire de Her-2 (c-erbB2) 
53
. La définition du caractère 
triple négatif a été récemment communément admise avec un niveau d'expression de Her-2 
qui doit être de 0, 1+ ou 2+ mais avec un test d'hybridation in situ négative (pas 
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d'amplification du gène). Le niveau de positivité des récepteurs hormonaux (moins de 1% ou 
10% ?) n'a pas pour l'instant fait l'objet d'un consensus.  
 
 
 
2.2. Caractéristiques cliniques, histologiques et moléculaires des  
       cancers triple négatifs 
 
 
        Les patientes atteintes d'un cancers du sein TNEG sont plus jeunes, obèses ou avec un 
syndrome métabolique. Elles sont plus pré-ménopausées et les afro-américaines aux Etats-
Unis sont plus à risque. Les tumeurs se réhaussent en IRM et fixent dans 100% des cas au 
PET-scanner couplé au 
18
 Fluor-déoxy-glucose 
54
.  
         Au niveau histologique les cancers TNEG sont le plus souvent des carcinomes 
canalaires infiltrants, avec un index mitotique élevé avec un Ki-67 souvent > 20%, un haut 
grade SBR dans la majorité des cas, une nécrose centrale et une infiltration lymphocytaire 
fréquente témoignant d'une réponse anti-tumorale, souvent associé à un meilleur pronostic. 
Les cancers du sein TNEG se démarquent des 2 autres familles (Her-2 et récepteurs 
hormonaux positifs) par l'existence de types histologiques rares comme le carcinome 
médullaire, les carcinomes adénoïdes kystiques, les carcinomes sarcomatoïdes 
55
, les 
carcinomes métaplasiques 
56
 et les carcinomes apocrines 
57
. 
        Les cancers du sein ont été classés au début des années 2000 en plusieurs sous-groupes 
moléculaires selon le profil d'expression d'ARNm avec l'identification du sous groupe 
luminal, Her-2, basal-like notamment, et qui correspondent grossièrement, respectivement, 
aux cancers du sein hormono-sensibles, Her-2 et triple négatif 
58
. Les cancers du sein TNEG 
sont parfois assimilés aux cancers basal-like (ou basaux) mais à tort puisque le recouvrement 
des 2 entités n'est que de 70% 
59
. Le sous-groupe TNEG "claudine-low" a été plus récemment  
décrit pouvant représenter 30% des patientes TNEG, exprime faiblement les claudines, est 
peu proliférant, enrichi en marqueurs de cellules souches, souvent en transition épithélio-
mésenchymateuse, avec un mauvais pronostic 
60
. Les cancers basaux, et une majorité de 
cancers TNEG, expriment les gènes associés aux cellules myoépithéliales mammaires, situé 
dans la couche basale, et permettant l'expulsion du lait dans les canaux galactophores. Ces 
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gènes correspondent aux gènes codant pour les cytokératines de haut poids moléculaire (CK5, 
CK14, CK17) et les marqueurs musculaires lisses (P-cadherine, caveoline 1, CD10, β4-
integrine) 
61
. Finalement le démembrement des cancers TNEG s'est complexifié avec l'étude 
de Lehmann et al 
62
 qui ont identifié au sein des cancers TNEG 6 sous-types: 2 basal-like, 1 
sous-type immuno-modulateur, 1 sous-type mesenchymal, 1 sous-type mesenchymal stem-
like et le sous-type luminal exprimant le récepteur aux androgènes. A l'instar des sarcomes, 
les TNEG regroupent de très nombreuses entités différentes dont les voies oncogéniques et 
donc les cibles thérapeutiques peuvent différer grandement. 
        Les données CGH-array et de séquençage à haut débit ont mis en évidence une instabilité 
génétique bien plus grande des cancers TNEG par rapport aux autres sous-groupes, avec des 
taux de délétion/amplification-gain et des taux de mutations bien plus élevés dans ce sous-
groupe;  notamment les mutations germinales de BRCA1 sont plus fréquentes dans les 
cancers TNEG (15% versus moins de 5% dans les autres cancers) 
63,64
. Les gènes les plus 
fréquemment mutés dans les cancers TNEG sont les gènes suppresseurs de tumeur PARK2 
(6%), PTEN (3%), RB1 (5%), et les oncogène EGFR (5%), ERBB2, ERBB3, BRAF V600E et 
PIK3CA (6,2%) 
64
. D'autres gènes sont également impliqués de manière récurrente dans des 
translocations avec fusion: KRAS, IDH1 et ETV6 
64
. Parmi ces gènes il existe déjà de 
nombreux traitements disponibles ciblant notamment les protéines EGFR, BRAF, ERBB2 et 
PIK3CA, que ce soit avec des anticorps monoclonaux ou des inhibiteurs des protéines à 
activité tyrosine kinase. Cela n'a toutefois pas ou peu été testé dans ce type de cancer. 
              
2.3. Prise en charge actuelle des cancers du sein triple négatif 
2.3.1. Traitement locorégional 
 
        Il n'est pas différent des autres cancers TNEG, à savoir chirurgie avec marges 
suffisantes, consistant en une tumorectomie, voire mastectomie si marge prévisible 
insuffisante ou résultat esthétique médiocre. En cas d'absence de ganglion cliniquement ou 
échographiquement suspect, la technique du ganglion sentinelle est réalisé avec curage 
axillaire complémentaire si sentinelle positif, sinon, lorsque les ganglions sont d'emblée 
suspects le curage axillaire est systématiquement réalisé. 
        En cas de tumorectomie une radiothérapie adjuvante est réalisée à hauteur de 50 Gy (2 
Gy par fraction) ou 40,05 Gy (2,67 Gy par fraction) 
65
 avec un complément de 10 à 16 Gy sur 
le lit tumoral. Une radiothérapie de la paroi thoracique peut être réalisée en cas d'une 
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accumulation de facteurs de mauvais pronostic. La radiothérapie ganglionnaire est réalisée en 
cas d'envahissement ganglionnaire tumoral (standard), ou de tumeur volumineuse (option) ou 
interne (option) selon les équipes.        
 
2.3.2. Traitement adjuvant par chimiothérapie        
         
        Etant donné le mauvais pronostic du seul fait d'être TNEG, la chimiothérapie adjuvante 
est quasi systématiquement prescrite comme recommandé par la dernière conférence de 
consensus de Saint-Gallen 
66
. De plus les données des chimiothérapies néoadjuvantes 
(données avant chirurgie en cas de tumeur inflammatoire ou pour permettre une chirurgie 
conservatrice) font état d'une grande chimiosensibilité des tumeurs TNEG comparé aux autres 
sous-groupes: 34% de réponse complète histologique versus 7% pour les tumeurs 
hormonosensibles après une chimiothérapie à base de taxanes et d'anthracyclines 
67
. 
         La chimiothérapie la plus couramment utilisée est une chimiothérapie à base 
d'anthracycline (epirubicine ou adriamycine) associée à une taxane (paclitaxel ou docetaxel) 
permettant d'avoir les meilleurs taux de survie sans rechute et survie globale d'après l'étude 
GEICAM 9906 
68
. 
        Dans la situation de cancer du sein TNEG non métastatique il n'y a pas eu de nouvelle 
chimiothérapie ayant montré son efficacité par rapport à ce schéma classique, avec 
notamment l'échec de l'ajout du bevacizumab dans l'essai BEATRICE 
69
, et bien qu'en 
néoadjuvant il semblait y avoir une supériorité en terme de réponse avec ce traitement 
70
. Des 
analyses de sous-groupe pourrait permettre de mieux cibler les patientes qui en bénéficient. 
 
2.3.3 Traitement des cancers du sein TNEG métastatiques 
 
        En phase métastatique, le pronostic des cancers du sein TNEG est très péjoratif car il n'y 
a, après progression sous chimiothérapie conventionnelle (anthracycline ou taxane ou 5-FU 
ou eribuline 
71
), aucun traitement qui a pour l'instant fait la preuve de son efficacité. Le 
bevacizumab (anti-angiogénique car anti-VEGF-A) associé au paclitaxel est une option en 
première ligne de traitement, ayant montré une survie sans progression supérieure au 
paclitaxel seule 
72
.  
        De nombreuses pistes sont explorées, mais pour l'instant sans aucun succès, 
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probablement du fait de l'hétérogénéité trop prononcée des cancers TNEG: 
- les sels de platine et les inhibiteurs de PARP (poly-ADP ribose polymerase), puisque les  
  cancers du sein TNEG sont majoritairement déficients pour réparer leur ADN, 
- inhibiteurs de l'EGFR, mais les essais en phase métastatique sont pour l'instant décevants, 
- les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin) ciblent la voie de la phospho- 
  inositide 3-kinase (PI3K) dont l'activation est parfois retrouvée suite à la mutation du gène  
  correspondant, 
- le dasatinib, inhibiteur de SRC qui est fréquemment surexprimé dans les tumeurs TNEG, 
- les traitements anti-androgéniques (bicalutamide, utilisé dans les cancers de prostate) étant  
  donné la surexpression des récepteurs à l'androgène (AR) dans un certain nombre de cancers  
  TNEG. 
 
2.4. Le métabolisme glycolytique comme nouvelle cible thérapeutique dans 
       les cancers du sein triple négatif ? 
2.4.1. Données du PET-scanner au 18-FDG 
 
        Comme mentionné plus haut les cancers du sein triple négatif se caractérisent  par une 
fixation intense et systématique au PET-scanner du 
18
-FDG. Basu et al 
54
 ont montré dans une 
cohorte de 88 patientes comprenant 29 patientes TNEG et 59 patientes hormono-sensibles (ou 
RH+), que les cancers TNEG fixaient dans 100% des cas (100% de sensibilité) et, 
comparativement aux cancers RH+, la fixation était toujours nettement supérieure, d'un 
facteur 2 à 3, avec un SUV (standardized uptake value, valeur reflétant l'intensité de fixation 
du 
18
-FDG) de 7,2 versus 2,6 (p=0,003) 63 minutes après injection du 
18
-FDG. De façon 
intéressante, lorsque le SUV était mesuré 40 minutes après la première mesure, l'intensité 
continuait à augmenter dans les cancers TNEG, contrairement aux cancers RH+, avec une 
augmentation de 14% versus 3,7% (p=0,01). 
 
        Une autre étude a confirmé plus récemment ces résultats dans une cohorte de 78 
patientes traitées avec une chimiothérapie néoadjuvante, avec 26 TNEG, 12 Her-2+ et 40 
patientes RH+ 
73
. Le SUV était respectivement de 9,8, 6,8 et 6,4  (différences statistiquement 
significatives, p<0,05) avant tout traitement. Ces valeurs étaient plus élevées que dans la 
première étude car il s'agissait de tumeurs de plus grande taille (localement avancées). Dans 
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l'étude de Basu et al, il existait en effet une différence significative de fixation entre les petites 
et grandes tumeurs, quelque soit le statut TNEG: SUV de 5,4 versus 9,2 et 1,9 versus 3,5 pour 
respectivement les tumeurs TNEG et les tumeurs RH+, de petite et grande taille (cut-off de 2 
cm) 
74
. 
        Le 
18
-FDG reflète l'activité glycolytique des tissus qui secondairement reflète la forte 
demande énergétique liée au taux élevé de division cellulaire. En effet plus une cellule est 
glycolytique, plus elle va exprimer GLUT-1 et plus elle va capter le glucose quelle que soit sa 
forme, notamment le 
18
-FDG. Du fait de ces 2 études, nous pouvons donc émettre l'hypothèse 
que les cancers TNEG ont, de manière générale, un métabolisme glycolytique exacerbé, 
encore plus que les cancers non TNEG. Les cancers TNEG doivent donc surexprimer 
l'ensemble de l'équipement enzymatique nécessaire au métabolisme accru du glucose et donc 
à l'export accéléré des acides carbonqiue et lactique essentiel au maintien du pH 
intracellulaire. 
 
2.4.2. Résultats de la thèse du Dr Trastour (2011): détermination et impact pronostic du 
         phénotype glycolytique des cancers du sein sans envahissement ganglionnaire (article  
         qui incluera ce travail et le travail de ma thèse; en cours d'écriture) 
 
        Deux années auparavant, dans le cadre du travail de thèse de sciences du Dr Trastour 
(gynécologue-obstétricienne au CHU de Nice), une étude a été réalisée dans les laboratoires 
des Drs F. Ettore et J. Pouysségur visant à caractériser l'expression des protéines du 
métabolisme glycolytique et hypoxique (GLUT1, MCT1, MCT4, Basigine/CD147, LDH-A) 
et de régulation du pH intracellulaire (CAIX) au sein d'une cohorte de cancer du sein sans 
envahissement ganglionnaire, afin de mettre en évidence d'éventuels nouveaux facteurs 
pronostiques de survie pouvant identifier les patientes devant bénéficier d'une chimiothérapie. 
        Entre avril 1992 et novembre 2002, toutes les patientes traitées au Centre Antoine-
Lacassagne (Nice), sans envahissement ganglionnaire, sans traitement néoadjuvant et avec 
une pièce opératoire disponible ont été incluses. A noter que les patientes Her-2 n'ont pas reçu 
de trastuzumab du fait de l'absence de disponibilité de la drogue avant 2003. Au total, 643 
patientes ont été identifiées. L'âge médian était de 63,2 ans (25,9-87,9), le suivi médian était 
de 11,3 ans (0,2-18,4), il y avait 80,5% de tumeurs RH+ (527), 7,9% de tumeurs Her-2 
positives (52) et 9,8% de tumeurs TNEG (64). Le traitement était comme déterminé dans les 
paragraphes précédents: chimiothérapie à base d'anthracycline en adjuvant, puis anthracycline 
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et taxanes fin années 90, hormonothérapie si RH+, radiothérapie si traitement conservateur. 
 
        De façon remarquable les protéines de régulation du pH et glycolytique étaient 
systématiquement largement surexprimées (sauf LDH-A) dans les cancers TNEG 
comparé aux autres sous-groupes, corroborant les données du PET-scanner au 
18
-FDG 
retrouvées dans la littérature (Tableau 1). 
        Les facteurs pronostiques de survie sans récidive métastatique (SSRM) et de survie 
spécifique (SP) (= analyse du taux de décès liés au cancer) étaient (analyse de Log-
Rank): 
- la taille tumorale:  
 taux SSRM à 5 ans: 96,8% pour T1 versus 90,1% pour T2-T3-T4, p=0,003, 
 taux SP à 5 ans: 98,6% pour T1 versus 93,5% pour T2-T3-T4, p<0,001, 
- le grade SBR:  
  taux SSRM à 5 ans: 97,3% SBR I, 94,4% SBR II et 91,8% SBR III, p<0,001, 
  taux SP à 5 ans: 99,2% SBR I, 95,7% SBR II et 96,2% SBR III, p<0,001, 
- le Ki-67:  
  taux SSRM à 5 ans: 95,9% pour Ki-67 < 30% et 89,3% pour Ki-67 ≥ 30%, p=0,02, 
  taux SP à 5 ans non statistiquement différents p=0,09, 
- le statut RH+ vs TNEG vs Her-2 positif:  
  respectivement taux de SSRM à 5 ans de 96,3%, 92% et 88,5%, p=0,007, 
  respectivement taux de SP à 5 ans de 98,2%, 93.2% et 92,3%, p=0,001, 
- le statut Her-2 positif vs négatif: 
  taux de SSRM à 5 ans de 95,9% si Her-2 négatif vs 88,5%, p=0,007, 
  taux de SP à 5 ans de 97,7% si Her-2 négatif vs 92,3%, p<0,001, 
- le statut GLUT1:  
  taux de SSRM à 5 ans de 96% pour GLUT1 0 / faible vs 91,4% si moyen / fort, p=0,01, 
  taux de SP à 5 ans de 98,4% pour GLUT1 0 / faible vs 94,4% si moyen / fort, p=0,008, 
- le statut MCT4:  
  taux de SSRM à 5 ans de 87,7% pour les tumeurs n'exprimant MCT4 qu'au niveau de  
  l'épithélium tumoral, SANS expression stromale versus 96,5% pour les autres, p=0,01, 
  taux de SP à 5 ans de 98,4% pours tumeurs MCT4+ / stroma neg, versus 90,7%, p<0,001, 
- l'âge au diagnostic (cut-off à 50 ans ou 40 ans) (p=0,8 et p=0,3 pour SSRM et SP  
  respectivement), CD147 (p=0,6 et p=0,8), MCT1 (p=0,4 et p=0,4), LDH-A (p=0,08 et  
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  p=0,29), CAIX (p=0,09 et p=0,3), LAT1 (p=0,19 et p=0,19), le statut hormonal (p=0,3 et  
  p=0,07) n'étaient pas reconnus comme facteurs de mauvais pronostic de SSRM ni de SP en  
  analyse univariée. 
 
        En analyse multivariée, après avoir exclu Ki-67 qui était redondant avec le grade SBR 
(coefficient de corrélation de Spearman de 0,39, p<0,001) et d'impact pronostic moindre, et 
exclu Her-2 qui est redondant avec la variable TNEG vs Her-2 vs RH+, le statut MCT4 et le 
grade SBR resortaient comme facteurs pronostiques indépendants de SSRM (tableau 2) et de 
SP (tableau 3). 
 
Tableau 1. Marquage des protéines de régulation du  pH et des protéines glycolytiques en 
fonction du sous-groupe de cancer du sein 
Sous-groupe CA-IX GLUT-1 LDH-A MCT1 MCT4 Basigine LAT-1 
RH+ 10,1% 15,7% 88,2% 40,9% 15,6% 40,7% 11,8% 
Her-2 positif 37,3% 29,8% 94,1% 61,7% 32,6% 70,2% 29,2% 
TNEG 67,7% 69,5% 87,1% 65,6% 55,9% 82,8% 71,4% 
Chi-2 p<0,001 p<0,001 p=0,4 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 
 
 
Tableau 2. Facteurs pronostiques indépendants de SSRM (régression de Cox) 
 Hazard Ratio (HR) Valeur de p 
Taille tumorale (T1 versus autres) NA 0,21 
Grade SBR 
I 
II/III 
 
1 (référence) 
2,41 [1,14-5,07] 
 
0,02 
Statut RH+ vs Her-2 positif vs TNEG NA 0,3 
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GLUT1 (moyen/fort vs nul/faible) NA 0,4 
MCT4  
Tumoral positif SANS marquage stromal 
Autres marquages  
(tumoral et stromal positif, ou stromal positif, ou négatif) 
 
1 (référence) 
0,47 [0,22-0,98] 
 
 
0,04 
NA = non applicable 
 
Tableau 3. Facteurs pronostiques indépendants de SP (régression de Cox) 
 Hazard Ratio (HR) Valeur de p 
Taille tumorale (T1 versus autres) NA 0,15 
Grade SBR 
I 
II/III 
 
1 (référence) 
3,29 [1,31-8,26] 
 
0,01 
Statut RH+ vs Her-2 positif vs TNEG NA 0,2 
GLUT1 (moyen/fort vs nul/faible) NA 0,4 
MCT4  
Tumoral positif SANS marquage stromal 
Autres marquages  
(tumoral et stromal positif, ou stromal positif, ou négatif) 
 
1 (référence) 
0,45 [0,20-0,98] 
 
 
0,04 
NA = non applicable 
 
        En stratifiant l'analyse de l'impact de MCT4 sur le statut RH, TNEG et Her-2 il apparait 
que MCT4 semble être pronostic plutôt pour RH et Her-2 vis à vis de la survie spécifique 
(Log-Rank) (Figure 9): 
- RH+ : taux de SP à 5 ans de 99,1% si MCT4 négatif vs 92,9% si positif, p=0,005, 
- Her-2 positif: taux de SP à 5 ans de 97,2% si MCT4 négatif vs 90% si positif, p=0,07, 
- TNEG: taux de SP à 5 ans de 92,7% si MCT4 négatif vs 92,9% si positif, p=0,6  
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Figure 9. 
Courbes de survie spécifique en fonction du statut MCT4 tous cancers confondus (A, B), dans la strate 
RH+ (C), TNEG (D) et Her-2 surexprimé (E) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B.
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L'analyse du Ki-67 en fonction de chacun des marqueurs glycolytiques révèle que de manière 
générale, les tumeurs surexprimant les marqueurs glycolytiques ont un taux de prolifération 
plus élevée (Ki-67 ≥ 30%). De même, les tumeurs exprimant les marqueurs glycolytiques ont 
des grades SBR plus élevés et une taille plus élevée (Tableau 4). 
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Tableau 4. Grade SBR, taille tumorale et taux de Ki-67 en fonction des marqueurs 
glycolytiques 
 Ki-67 ≥ 30% Valeur p  
(Chi-2) 
SBR II ou III Valeur p  
(Chi-2) 
T > T1 Valeur p 
(Chi-2) 
CA-IX 
Négatif 
Positif 
 
8% 
36,4% 
 
< 0,001 
 
51,2% 
77,6% 
 
< 0,001 
 
20,2% 
31,0% 
 
0,01 
GLUT-1 
Nul / Faible 
Moyen / Fort 
 
7,0% 
36,4% 
 
< 0,001 
 
48,4% 
84,3% 
 
< 0,001 
 
19,5% 
30,5% 
 
0,007 
LDH-A 
Nul / Faible 
Moyen / Fort 
 
11,1% 
13,4% 
 
0,6 
 
54,5% 
57,8% 
 
0,6 
 
26,8% 
22,1% 
 
0,3 
MCT1 
Absent 
Présent 
 
4,4% 
24,7% 
 
< 0,001 
 
49,5% 
64,0% 
 
0,001 
 
19,5% 
25,5% 
 
0,07 
MCT4 
Autre 
Tumoral 
strict 
 
10,2% 
41,3% 
 
< 0,001 
 
53,6% 
76,2% 
 
0,001 
 
21,5% 
35,4% 
 
0,01 
Basigine 
Absent 
Présent 
 
3,7% 
23,9% 
 
< 0,001 
 
46,4% 
64,6% 
 
< 0,001 
 
20,8% 
23,2% 
 
0,4 
LAT-1 
Absent 
Présent 
 
4,8% 
43,1% 
 
< 0,001 
 
49,4% 
87,0% 
 
< 0,001 
 
19,3% 
35,4% 
 
< 0,001 
 
NB: le codage en immunohistochimie était réalisé de la manière suivante: 0 = pas de 
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marquage; faible =  <50% des cellules marquées faiblement, ou <30% des cellules marquées 
moyennement,  ou <10% des cellules marquées fortement; moyen = 50% des cellules 
marquées faiblement, ou ≥ 30% et <50% des cellules marquées moyennement, ou ≥ 10% et 
<30% des cellules marquées fortement; fort = ≥ 50% des cellules marquées moyennement, ou 
≥ 30% des cellules marquées fortement, 
 
 
Les conclusions de cette étude sont: 
1)- Comme soupçonné sur les données du PET-scanner au 
18
-FDG 
73,74
, les tumeurs TNEG 
     sont extrêmement glycolytiques (69,5% GLUT1-pos) et sont bien mieux équipées que les  
     autres sous-groupes pour la glycolyse ou le transport des acides aminés, avec un  
     différentiel d'expression de 2 à 3 en fonction du marqueur;    
     à noter tout de même que ce phénotype est très différent d'un sous-groupe à l'autre avec,  
     pour les tumeurs Her-2 un pourcentage non négligeable de tumeurs glycolytiques (29,8%  
     GLUT-1 pos), et à un bien moindre degré pour les tumeurs RH+ (15,7% GLUT-1 pos);  
     les tumeurs glycolytiques avaient de manière générale un fort taux de prolifération, des  
     grades SBR plus avancés et une taille tumorale plus élevés. 
2)- les facteurs classiques sont retrouvés comme facteurs de mauvais pronostic: la taille  
     tumorale, le grade SBR et le Ki-67; l'âge au diagnostic ne ressortait pas (que le cut-off soit  
     à 40 ou 50 ans), comme le statut hormonal (avec une tendance à significativité pour la SP);  
     la différenciation en 3 sous-groupes RH+/TNEG/Her-2 pos, semble plus pertinente, du  
     moins pour les tumeurs N-, 
3)- dans cette série, le pronostic des tumeurs Her-2 positives, sans trastuzumab  
    (aucune patiente n'a reçu ce traitement), est plus sombre que celui des TNEG ou des  
     tumeurs RH+; les dernières séries publiées, à l'ère des traitements anti-Her-2 ont  
     complètement inversé ce mauvais pronostic, qui est bien meilleur que celui des TNEG, et  
     très proche des tumeurs RH+, avec dans une série rétrospective comprenant 663  
     patientes un taux de survie globale (SG) de 47,7% pour TNEG vs 80,2% pour luminal  
     B ( RH+) et 72,3% pour les tumeurs Her-2 positives 75; d'où l'importance d'avoir une  
     cible pertinente, ce qui est le challenge pour les TNEG, 
4)- la donnée la plus intéressante semble être l'impact pronostique de MCT4, à condition qu'il  
     soit exprimé strictement au niveau tumoral, sans expression stromale;  
     la discussion de l'impact du stroma sur le pronostic sera détaillée dans l'analyse de la thèse   
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     sur les TNEG;  
     MCT4 semble être un nouveau facteur pronostic indépendant de SSRM et de SP dans les  
     cancers du sein N-, aussi important que le grade SBR, mais plus important que les facteurs  
     classiques que sont l'âge, le statut hormonal, Her-2, la taille tumorale; 
     une analyse de sous-groupe a montré que l'impact pronostique de MCT4 semble prononcé  
     dans les tumeurs RH+ (p=0,005) et Her-2-positives (p=0,07), mais absent dans les tumeurs  
     TNEG (p=0,6); cela reste une analyse de sous-groupe, les effectifs sont petits (RH+,  
     n=431, TNEG, n=57, Her-2-pos, n=46), comme le nombre d'événèments;  
     GLUT-1 était reconnu comme facteur pronostic également de SSRM et SP, mais  
     uniquement en analyse univariée et LAT-1 n'a aucun impact pronostique; une cellule  
     tumorale qui expulse efficacement l'acide lactique, ce qui est exactement le rôle  
     de MCT4, va plus facilement faire des métastases et entrainer le décès, qu'une cellule qui  
     n'est seulement capable d'importer le glucose en surexprimant GLUT-1, ou qu'une cellule  
    qui est capable d'importer les acides aminés en surexprimant LAT-1.  
 
        En conclusion le travail du Dr Trastour a permis de fournir un nouveau facteur 
pronostique indépendant de SSRM et de SP dans les tumeurs sans envahissement 
ganglionnaire grâce au marquage MCT4. Ce marqueur reste à être validé dans une cohorte 
indépendante avant de pouvoir l'utiliser dans la décision de chimiothérapie. Notamment dans 
ce travail il n'a pas été recueilli le type de chimiothérapie reçu par les patientes, ce qui aurait 
pu permettre de voir si les patientes recevant la chimiothérapie et qui étaient MCT4 positives 
ont eu un meilleur pronostic que les patientes MCT4 positives n'ayant pas reçu de 
chimiothérapie. 
 
2.5 Hypothèses scientifiques 
 
        Etant donné les résultats précédents les hypothèses scientifiques suivantes ont été posées: 
1- quel est l'impact pronostique des marqueurs glycolytiques dans une cohorte homogène de  
  cancers du sein TNEG ? 
2- quel est l'impact de l'inhibition d'activité/délétion génique des marqueurs identifiés in  
    vitro? 
3- in vitro, est-ce que les lignées de cancers du sein TNEG sont glycolytiques/respiratoires  
    comparativement à des lignées de cancers du sein RH+? 
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        Ce projet a été soumis pour subvention à l'INCA en 2009 sous l'acronyme 
METABOTNEG et a reçu son approbation avec dotation de 300 000 € pour une période de 3 
ans. 
         Il est divisé: 
- en une partie clinique déterminant l'impact pronostique des marqueurs glycolytiques sur un  
   tissu-micro-array comprenant 159 patientes, 
- et une partie fondamentale qui vise à répondre aux 2 autres questions. 
 
3. Matériel et méthodes 
3.1. Partie clinique 
3.1.1. Critères d'inclusion 
 
        Les critères d'inclusion étaient les suivants: 
- patientes avec un statut triple négatif défini par l'absence (<1% des cellules) d'expression  
  immunohistochimique (IHC) des récepteurs nucléaires aux estrogènes et progestérone, et  
  l'absence d'amplification de Her-2 reconnue soit par un statut 0 ou 1+ en IHC, soit par un  
  statut 2+ mais sans amplification avec technique ISH, confirmé par technique de tissu micro- 
  array, 
- pas de traitement néoadjuvant (ni chimiothérapie, ni hormonothérapie), 
- sexe féminin, 
- suivi clinique disponible, bloc tumoral disponible, en quantité suffisante (au moins 2 blocs  
  tumoraux, l'un pour étude, l'autre à visée médicolégal, pour l'information du patient) 
- pas de métastase d'emblée au diagnostic, 
- toutes les patientes étaient traitées et suivies au Centre de Lutte contre le Cancer de Nice  
   (Centre Antoine-Lacassagne). 
 
3.1.2. Caractéristiques de la population et des traitements 
 
        Les caractéristiques de la population et des traitements sont détaillés dans le tableau 5. A 
noter que le statut TNEG des patientes a été rétrospectivement déterminé avant les années 
2003 afin d'augmenter le nombre de patients. Etant donné les difficultés à connaitre le statut 
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hormonal avant cette date, peu de patientes étaient disponibles avant cette date. L'indication 
de chimiothérapie adjuvante et de radiothérapie adjuvante étaient celles décrites dans le 
chapitre 2.3. 
         
Tableau 5. Caractéristiques de la population et des traitements 
 No. de  
patients 
% 
Nombre de patientes 159 100 
Age médian (années) 62 (25-85) 
Suivi médian (mois) de mai 1994 à novembre 2009 73 (3-173) 
Stade pT 
    pT1 
    pT2 
    pT3 
    pT4 
    Manquant 
 
88 
64 
1 
4 
2 
 
56.1 
40.8 
0.6 
2.5 
Stade pN 
    pN0 
    pN1 
    pN2 
    pN3 
    Manquant 
 
102 
37 
12 
6 
2 
 
65 
23.6 
7.6 
3.8 
 
Histologie 
    Carcinome canalaire infiltrant 
    Carcinome médullaire 1 
    Carcinome métaplasique 2 
    Carcinome sarcomatoïde 3 
    Carcinome canalaire apocrine 4  
    Carcinome myoépithélial 7 
    Carcinome lobulaire infiltrant 8  
    Carcinome chondroide 12 
    Manquant 
 
125 
11 
5 
2 
5 
1 
3 
4 
3 
 
80.1 
7.1 
3.2 
1.3 
3.2 
0.6 
1.9 
2.6 
Grade SBR 
    SBR I 
    SBR II 
    SBR III 
    Manquant 
 
 
4 
28 
111 
16 
 
2.8 
19.6 
77.6 
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Chirurgie 
    Conservatrice 
    Mastectomie 
    Manquant 
 
118 
39 
2 
 
75.2 
24.8 
Chimiothérapie adjuvante * 
    Oui 
    Non 
    Manquant 
 
117 
33 
9 
 
78 
22 
Radiothérapie adjuvante 
    Oui 
    Non 
    Manquant 
 
137 
12 
10 
 
91.9 
8.1 
* Avant 2004 chimiothérapie à base d'anthracycline, principalement de type FEC 100  
 (5-fluorouracil 500 mg/m2, epirubicin 100 mg/m2 et cyclophosphamide 500 mg/m2 J1 =  
  J21) 6 cycles, et après 2004 ajout de docetaxel 75 mg/m² 3 cycles + 3 cycles FEC 100 
 
3.1.3. Immunohistochimie et tissu-micro-array (TMA) 
 
        A partir des archives du laboratoire d'anatomie et cytologie pathologiques du Centre 
Antoine-Lacassagne (logiciel APIX ®) nous avons pu recueillir les données des patientes 
traitées et présentant un statut triple négatif ou récepteurs hormonaux négatifs (pour les 
patientes avant 2003). Les lames HES des tumeurs ont alors été sorties des archives et ont été 
triées pour chaque patiente de façon à sélectionner les lames où la tumeur était suffisamment 
représentative et de taille suffisante pour pouvoir être exploitée pour la construction d’un 
tissu-micro-array (TMA). Le tri a également été mené de façon à conserver suffisamment de 
tissus pour la patiente au cas où d’autres analyses devraient être nécessaires lors de son suivi. 
Les blocs ayant servi à l’analyse extemporanée ou fixés dans le boin n’ont été inclus (risque 
de problème de sensibilité des techniques d’immunohistochimie). 
         A partir de la lame sélectionnée par le Dr Ettore, le bloc de paraffine correspondant a été 
recherché aux archives et la zone tumorale a été cerclée sur la lame (figure 10a).  
         La construction du TMA a été réalisée à l’aide d’un Tissue arrayeur (Alphelys ®). Nous 
avons choisi d’utiliser 3 "spots" de 2 mm par tumeur (figure 10b) pour permettre d’avoir un 
maximum de représentativité de la tumeur compte-tenu de l'hétérogénéité tumorale. Chaque 
bloc constitué de TMA, comporte 144 spots soit 48 patientes (figure 10c). Nous avons 
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volontairement choisi de ne pas mettre plus de patientes par bloc pour faciliter la lecture et 
avoir suffisamment de marges pour éviter les décollements lors de la technique 
d’immunohistochimie. Entre chaque tumeur (3 spots), nous avons laissé un espace de façon à 
faciliter la lecture, et nous avons tracé des lignes de couleur différentes pour éviter les erreurs 
(figure 10d). Un spot de tissu splénique a été disposé devant le 1
er
 spot de la première ligne 
pour orienter le TMA. Nous avons réalisé 4 blocs de TMA (48 blocs représentés sur 3 lames 
et 40 blocs sur la 4° lame) doublés au cas où le bloc est trop usé par la multiplicité des IHC 
réalisées, soit 368 tumeurs correspondant en fait à 184 patientes. Sur ces 184 au final seules 
159 ont pu être inclues selon les critères d'inclusion définies précédemment. Une lame HES a 
été réalisée pour chaque bloc (figure 10e). 
 
 
Figure 9 : Etapes de la construction des TMAs : a) lame HES choisie pour comporter des zones de 
tumeur invasive qui sont cerclées, b) bloc de paraffine correspondant à la lame HES pour être carotté 
au niveau des zone cerclées (flèches), c) bloc de TMA en paraffine comportant 48 tumeurs avec 3 
spots de 1 mm par tumeur, d) lame d’immunohistochimie correspondant (la flèche noir en bas de la 
lame repère la rate qui oriente le TMA. Des lignes de couleurs facilitent la lecture,  e) lame HES du 
TMA au grossissement x1,25. 
 
        Après coupe des blocs de paraffine au microtome (3 μm), les prélèvements ont été 
déposés sur des lames (Superfrost Plus,ThermoScientific ®) puis étalés. L’immunomarquage 
des lames était réalisée sur la plate-forme automatique Ventana ®. Après séchage pendant une 
nuit à 57°C, les coupes ont subi un déparaffinage standard automatique (chauffage à 75°, 
incubation 4 minutes, 3 bains de EZ Prep® (Ventana) avec rinçage entre, dépôt d’huile de 
paraffine puis chauffage à 76° et incubation 4 minutes). Ensuite, les lames ont été rincées 
pendant 30 minutes dans un bain d’eau distillée. Les conditions d’utilisation des anticorps 
a b c d e 
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sont résumées dans le tableau 6. Un démasquage antigénique a été réalisé par incubation des 
lames dans un tampon Ventana, le CC1 (EDTA buffer pH 8.4) ou le CC2  (Tris-based buffer 
pH 7.6). Le démasquage s’est fait selon un cycle standard de 1 heure (sauf pour RE, RP, 
HER2, et LAT1 où nous avons utilisé un cycle court de 30 minutes). Ces conditions ont été 
choisies après la réalisation de tests préalables sur la plateforme Ventana ® de plusieurs 
conditions, et nous avons choisi les conditions où le marquage était le plus optimal. Nous 
avons essayé également différentes conditions en technique manuelle, mais nous avons 
obtenu des marquages avec un effet de zone périphérique important et nous avons choisi de 
réaliser notre étude sur plateforme automatisée pour obtenir des résultats plus standardisés. 
Les anticorps utilisés ont été d'abord validés in vivo à partir de tissus tumoraux de xénogreffes 
inclus en paraffine. Les xénogreffes ont été obtenus à partir d'une lignée de cellules tumorales 
d'adénocarcinome du colon (LS174Tr) qui surexprime toutes les protéines étudiées et dans les 
quelles des ‘silencing’ inductibles (MCT1, MCT4 et Basigin, CD98, LAT1) ou délétions par 
ZFN (Basigin, MCT4, LAT1) ont été réalisés dans notre équipe 
10,23
. 
Tableau 6. Liste des anticorps (Ac) utilisés pour l'immunohistochimie du tissu-micro-array 
 
Ac Type Référence 
Tampon 
démasquage 
Durée 
démasquage 
Dilution 
Durée 
d’incubation 
RE monoclonal Ventana CC1 Court : 30 min 
seringue 
pré remplie 
20 min 
RP monoclonal Ventana CC1 Court : 30 min 
seringue 
pré remplie 
20 min 
HER2/neu monoclonal 
NCL-CB11 
Novocastra, 
Ventana 
CC1 Court : 30 min 
seringue 
pré remplie 
20 min 
CA IX monoclonal MN75, Bayer CC2 Standard :1h 1/5000 32 min 
GLUT1 polyclonal 
Ab15309, 
AbCam 
CC1 Standard :1h 1/750 32 min 
MCT1 polyclonal 
anti SLC 16A1, 
Sigma Prestige  
CC2 Standard :1h 1/100 1 h 
MCT4 polyclonal 
Anti-SLC 16A3, 
Sigma Prestige  
CC2 Standard :1h 1/50 32 min 
CD147 monoclonal 
LS-C14277, 
Life span 
Biosciences 
CC1 Standard :1h 1/25 32 min 
CD98 polyclonal 
(H-300): 
Sc-9160, 
Santa Cruz 
Biotechnology 
CC1 Standard :1h 1/100 32 min 
LAT1 polyclonal 
Trans Genic 
 KE026 
CC2 Standard :1h 1/200 1h30 
LDHA polyclonal 
Ab47010, 
Abcam 
CC1 Court : 30 min 1/300 1h30 
C-myc Monoclonal 
Y69, 
Epitomics 
CC1 Standard : 1h 1/50 1h30 
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         Pour HER2, les tumeurs côtées 2+ en immnunohistochimie ont été analysées 
séparément avec une lame d'IHC par tumeur et réalisation d'une DISH (Dual in situ 
hybridazation) a été réalisée avec marquage du chromosome 17 et une sonde pour HER-2 
(sondes et réactifs Ventana). HER-2 a été considéré comme amplifié lorsque le rapport HER-
2/chromosome 17 était supérieur à 2,2. 
        Après montage des lames (Eukitt), celles-ci ont été analysées sous microscope par le Dr 
Ettore au microscope multi-tête et en aveugle par rapport au devenir des patientes. 
        Le codage en immunohistochimie pour LDH-A et GLUT-1 était réalisé de la manière 
suivante: 0 = pas de marquage; faible =  <50% des cellules marquées faiblement, ou <30% 
des cellules marquées moyennement,  ou <10% des cellules marquées fortement; moyen = 
50% des cellules marquées faiblement, ou ≥ 30% et <50% des cellules marquées 
moyennement, ou ≥ 10% et <30% des cellules marquées fortement; fort = ≥ 50% des cellules 
marquées moyennement, ou ≥ 30% des cellules marquées fortement, 
         
3.1.4 Statistiques 
 
        Données qualitatives: 
- présentées sous formes de fréquence absolue, fréquence relative, intervalle de confiance à  
  95%, pourcentage de données manquantes, 
- ces données sont comparées à l'aide de test du Chi2 ou de test de Fisher en cas de non  
  respect des conditions d'application du Chi2. 
        Données quantitatives : 
- présentées sous formes de médiane, extrême, moyenne, écart type et pourcentage de données  
  manquantes, 
- le test de Mann-Withney était utilisé pour comparer les variables quantitative, pour  
  s'affranchir du risque d'absence de normalité.  
         Données de survie: 
- les survies sans récidive, sans récidive locale, sans récidive métastatique, globale et  
  spécifique correspondaient à la durée entre la date du diagnostic et la date de survenue de  
  l'évènement, 
- la représentation graphique utilisait la méthode de Kaplan Meier, et la comparaison de 
courbes de survie utilisait la méthode de Log-Rank, 
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- les facteurs pronostiques reconnus en analyse univariée (Log-Rank) étaient ensuite inclues  
  dans le modèle de Cox afin de déterminer les facteurs pronostiques indépendants; si 2  
   variables étaient redondantes ou fortement corrélées (corrélation réalisée par le test de  
  Spearman), une seule des 2 était conservée dans le modèle (typiquement la plus corrélée à  
  l'événement étudié), 
- les différences observées par les tests statistiques étaient considérées comme différentes si la  
  valeur de p était strictement < 0.05 (hypothèse bilatérale). 
         Le logiciel statistique utilisé était le logiciel SPSS (Statistical Package for the Social 
Sciences, version 16.0, Chicago). 
 
3.2. Partie fondamentale 
3.2.1. Culture cellulaire et exposition à l'hypoxie 
 
        Quatre lignées tumorales ont été utilisées: MDAMB-231, Hs578T, T47D et MCF7 
(ATCC: American Type Culture Collection), les 2 premières lignées étaient réputées triple-
négatives et les 2 dernières hormono-sensibles. 
         Les cellules étaient maintenues dans un milieu de culture DMEM (Sigma) supplémenté 
avec 10% de sérum de veau foetal, avec penicillin-streptomycin, dans un incubateur en 
atmosphère humide avec 5% de CO2, 95% d'air à 37°C (condition définissant la condition 
NORMOXIE). L'incubation en HYPOXIE se faisait à 1% d'O2, à 37%, avec 95% d'humidité, 
5% CO2/94% N2 dans une enceinte "bugbox" anaérobie (Ruskinn ®). 
 
3.2.2. Détermination du statut hormonal et Her-2 des lignées tumorales 
 
         Les cellules tumorales ont été mise en culture dans des diamètres 100 en normoxie, 
protées à confluence 75% (1 million de cellules par boite environ) puis, après décollement par 
scrapping (et non par trypsinisation afin de conserver les marqueurs membranaires) les 
cellules d'une dizaine de boîte ont été réunies, puis centrifugées. Le culot ainsi obtenu était 
fixé avec du formol pendant 4 heures puis inclus en paraffine. De la même manière que pour 
les lames de TMA (3.1.3) le marquage pour RE, RP et Her-2 s'est réalisé à l'aide de l'automate 
Ventana ®. 
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3.2.3. Mesure de la consommation en oxygène et de la production de protons 
 
         La respiration, reflétée par la consommation d'oxygène (oxygen consumption rate 
=OCR) et la glycolyse, reflétée par la production de proton ou acidification extracellulaire 
(extracellular acidification = ECAR) étaient mesurées à l'aide de l'automate Seahorse XF96 
extracellular flux analyzer (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, USA). Les expériences 
étaient réalisées selon les instructions de l'industriel. Brièvement: les cellules sont 
ensemencées dans une plaque de 32 puits (50 000 - 75 000 cellules / puits). A confluence, 
typiquement un jour après, les puits sont mises au contact d'électrodes au sein de l'automate 
(Figure 11) qui mesure en temps réel le taux d'oxygène et la production de protons. Une 
trentaine de mesure sont réalisées (mais plus de mesures sont disponibles) toutes les 5 
minutes, et avant chaque mesure des composés chimiques peuvent être injectés dans le milieu 
de chaque puits afin de tester son influence sur l'OCR et l'ECAR.  En général chaque colonne 
contient la même condition permettant un quadriplicate de l'expérience. Par la suite le contenu 
cellulaire de chaque puits est entièrement récupéré et lysé afin de déterminer la teneur en 
protéine, afin de normaliser les résultats.  
 
 
 
Figure 11. Exemple 
d'automate Seahorse; la 
plaque 32 puits est inséré 
sur le côté droit de 
l'automate qui mesure 
l'ECAR et l'OCR qui sont 
retranscrits sur l'écran 
détaillé 
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3.2.4. Délétion de MCT4 par technique des Zinc Finger Nucléases 
 
         Une tentative de délétion du gène MCT4 par Zinc Finger Nucléases a été réalisée dans 
les lignées triple négatives MDAMB-231 et Hs578t. Les 2 lignées ont été transfectées 2 fois 
en une semaine par 2 plasmides ZFN exprimant la nucléase Fok1 designée à notre demande 
par Sigma-Aldrich (CompoZr Custom ZFN). La coupure de l'ADN double brin désignée se 
situe dans la partie codante du 5° segment transmembranaire de MCT4. Les cellules 
transfectées ont ensuite été triées par FACS pour détecter et trier les cellules ayant une 
réduction de l'expression de surface Basigine, une indication de la suppression ou réduction 
de MCT4 à la surface. Chaque cellule triée était ensuite ensemencée dans un puits d'une 
plaque 96 puits. Parmi les clones ayant survécu à ce tri  un dernier test fonctionnel permettait 
de réellement identifier les clones qui n'étaient plus capables d'exporter correctement l'acide 
lactique: les clones étaient ensemencés en duplicate, le contrôle (servant également pour le 
stock) et le puits expérimental où les cellules étaient exposées à la combinaison oligomycine 
(1 μg/mL, inhibition complète de la respiration mitochondriale) / inhibiteur de MCT1 
(Astrazeneca ®, 300 nM) (inhibition de l'export résiduel d'acide lactique par MCT1). Dans 
ces conditions seules les cellules ayant une glycolyse fonctionnelle peuvent survivre. Donc 
toute cellule déficiente en MCT4 sera sensible à l'inhibiteur de MCT1. Par la suite la perte de 
MCT4 était vérifiée par technique de Western Blot. 
 
3.2.4. Western blot 
 
        Les cellules étaient lysées dans du Laemmli 1,5X. La migration de 40 μg de protéines 
était obtenue sur un gel 7.5% SDS polyacrylamide. Les protéines étaient ensuite transférées 
sur une membrane de polyvinylidene difluoride. Les membranes étaient ensuite hybridées 
avec l'anticorps primaire MCT4 (Sigma Prestige, SLC16A3), Basigine (Life Span, LS-
C14277), ARD-1. Un lysat de protéines LS174shca9/shca12 (double invalidation de CAIX et 
CAXII) surexprimant MCT4, MCT1, Basigine, était également déposé sur la membrane pour 
contrôle positif. 
  
41 
 
 
3.2.5. Clonogénicité 
 
        Les cellules étaient ensemencées à hauteur de 1000 cellules par diamètre 60. Un jour 
après les cellules devant proliférer en hypoxie étaient transférées dans l'enceinte anaérobie à 
1%. Quarante-huit heures après prolifération en hypoxie (le temps que l'ensemble des gènes 
hypoxiques s'activent) et en normoxie, le milieu était changé avec les conditions et les 
inhibiteurs adéquats (phenformin 50 μM, et inhibiteur de MCT1, Astrazeneca AR-C155858 
76
, 300 nM). 7 jours après exposition à la condition voulue en normoxie, et 10 jours en 
hypoxie, les clones restant étaient fixées au GIEMSA. 
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4. Résultats 
4.1. Partie clinique 
4.1.1. Marqueurs glycolytiques dans les cancers TNEG 
 
        Le marquage des protéines glycolytiques et des protéines de régulation du pH 
intracellulaire est décrit dans le tableau 7. 
 
Tableau 7. Marquage des protéines des protéines glycolytiques et de Ki67 
CA-IX 
positif 
GLUT-1 
moyen/fort 
LDH-A 
moyen/fort 
MCT1 
positif 
MCT4 
tumoral 
MCT4 
total 
Basigine 
positif 
LAT-1 
positif 
c-Myc 
positif 
Ki-67 
(≥30%) 
54.1% 61.6% 96.8% 62.3% 57.2% 86.0% 76.7% 44.7% 81.8% 51.0% 
 
Les différents marquages sont représentés dans les figures 12 à 21 (carottes des TMA): 
 
 
 
Figure 12. IHC de CAIX (X100 à gauche, et X400 à droite) - le marquage est membranaire et est  
maximal près des zones hypoxiques et nécrotiques, témoignant de la régulation de l'expression de 
CAIX médiée par l'hypoxie (et HIF)          
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Figure 13. IHC de GLUT-1 (X100 en haut et X400 en bas) - le marquage est membranaire; pas de 
corrélation stricte avec l'oxygénation tissulaire dans cette tumeur (effet Warburg)  
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Figure 14. IHC de LDH-A; marquage cytoplasmique (X600) 
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Figure 15. IHC de MCT1 (X100 en haut, X400 en bas), marquage membranaire; pas de corrélation 
stricte avec l'oxygénation tissulaire dans cette tumeur (effet Warburg)
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Figure 16. IHC de MCT4 (X100 en haut, X400 en bas),marquage membranaire des cellules 
tumorales; marquage maximal proche des zones les plus hypoxiques (nécrotiques)  
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Figure 17. IHC de MCT4 (X400: marquage lymphocytaire (), fibroblastique () ou 
tumorale () 
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Figure 18. IHC de Basigine (X100 en haut, X400 en bas), marquage membranaire des 
cellules tumorales (mais aussi de quelques cellules du stroma) 
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Figure 19. LAT-1, expression membranaire (X100 en haut, X400 en bas) 
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Figure 20. C-Myc, marquage nucléaire (X100 en haut, X400 en bas) 
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Figure 21. Ki-67, marquage nucléaire (X100 en haut, X400 en bas) 
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4.1.2. Survies et facteurs pronostiques de SSRM et de SP 
 
        Avec un suivi médian de 73 mois (3-173), 49 patientes ont présenté une rechute dont 40 
rechutes métastatiques, et 25 rechutes locorégionales. 34 patientes sont décédées dont 31 à 
cause du cancer. Les taux de survie sans rechute (SSR), sans rechute locorégionale (SSRL), 
sans rechute métastatique (SSRM) et de survie spécifique (SP) à 5 ans étaient respectivement 
de 71.1%, 84.6%, 73.9% et 82.8%.   
        Les facteurs pronostiques de SSRM et de SP sont résumé dans le tableau 8. 
 
Tableau 8. Facteurs pronostiques de survie, analyse Log-Rank (taux de survie à 5 ans) 
 SSRM p SP p 
Stade pT 
pT1 
pT2 à 4 
 
83.9% 
59.7% 
 
<0.001 
 
91.5% 
70.9% 
 
0.001 
Stade N 
pN - 
pN + 
 
82.2% 
57.1% 
 
<0.001 
 
91.2% 
66.3% 
 
0.001 
MCT4  
Tumoral strict 
Tumoral et stromal 
Stromal strict 
Négatif 
 
58.4% 
84.1% 
77.4% 
80.0% 
 
0.006 
 
77.9% 
84.0% 
86.8% 
89.8% 
 
0.07 
MCT4  
Tumoral strict 
Autres 
 
58.4% 
80.7% 
 
0.001 
 
77.9% 
86.3% 
 
0.009 
LDH-A 
Faible/négatif 
Moyen/fort 
 
100% 
72.8% 
 
0.19 
 
100% 
82.1% 
 
0.24 
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        Concernant les facteurs suivants, aucun n'était pronostique (p>0.1): âge au diagnostic 
(cut-off 50 ans), grade SBR (I-II vs III), Ki-67 (cut-off 30%), chimiothérapie (oui/non), 
radiothérapie,  (oui/non), MCT1 (positif/négatif), GLUT1 (faible-nul/moyen-fort), CAIX 
(positif/négatif), Basigine (positif/négatif), LAT-1 (positif/négatif) et C-myc (positif/négatif). 
A noter qu'aucune tumeur négative pour la fixation de LDH-A n'a présenté de rechute (n=5) 
sans significativité statistique étant donné la rareté de l'évènement. 
 
        Les facteurs pronostic indépendants en analyse multivariée étaient les suivants (les 
variables MCT4 et LDH tumoral strict vs autres ont été choisis au lieu des variables 
composites étant donné la faible effectif des différents sous-groupes): 
 
- SSRM: taille tumorale (p=0.002; Hazard Ratio (HR) 0.34 [0.17-0.67]) 
               envahissement ganglionnaire (p=0.002; HR 0.35 [0.18-0.67]) 
               MCT4 tumoral strict (p=0.003; HR 0.35 [0.18-0.67]) 
 
- SP: taille tumorale (p=0.006; HR 0.33 [0.15-0.73]) 
         envahissement ganglionnaire (p=0.004; HR 0.33 [0.16-0.71]) 
         MCT4 tumoral strict (p=0.04; HR 0.46 [0.22-0.97])  
 
        Les Figures 22 et 23 représentent les courbes des survie sans récidive métastatique des 
cancers TNEG selon le statut MCT4. 
        Le tableau 9 décrit le grade SBR, le statut Ki-67 et la taille tumorale selon les marqueurs 
glycolytiques. De manière générale les tumeurs TNEG exprimant les marqueurs glycolytiques 
ont un Ki-67 et un grade SBR plus élevé, mais la taille ou l'envahissement ganglionnaire 
n'étaient pas significativement différents entre les tumeurs glycolytiques et les tumeurs non 
glycolytiques. 
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Figure 22. SSRM en fonction du statut MCT4 au niveau stromal et tumoral 
 
Figure 23. SSRM en fonction du statut MCT4 (marquage tumoral strict versus autres)         
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Tableau 9. Grade SBR, taille tumorale et taux de Ki-67 en fonction des marqueurs glycolytiques 
 Ki-67 
 ≥ 30% 
p  
(Chi-2) 
SBR  III p  
(Chi-2) 
T > T1 p 
(Chi-2) 
N+ p  
(Chi-2) 
CA-IX 
Négatif 
Positif 
 
47.8% 
53.7% 
 
0.4 
 
98.4% 
96.3% 
 
0.4 
 
49.3% 
39.5% 
 
0.2 
 
35.2% 
34.9% 
 
0.9 
GLUT-1 
Nul / Faible 
Moyen / Fort 
 
24.5% 
65.6% 
 
< 0.001 
 
92.5% 
100% 
 
0.009 
 
39.7% 
45.4% 
 
0.4 
 
29.9% 
43.1% 
 
0.09 
LDH-A 
Nul / Faible 
Moyen / Fort 
 
0% 
52.1% 
 
0.04 
 
100% 
97.1% 
 
0.6 
 
20% 
45% 
 
0.2 
 
40% 
34.4% 
 
0.7 
MCT1 
Absent 
Présent 
 
25.5% 
65.6% 
 
< 0,001 
 
92.3% 
100% 
 
0.007 
 
34.5% 
49.5% 
 
0.06 
 
39.7% 
32.3% 
 
0.3 
MCT4 
Autre 
Tumoral strict 
 
48.6% 
60% 
 
0.2 
 
97.1% 
97.5% 
 
0.8 
 
40.5% 
52.3% 
 
0.1 
 
33.3% 
38.6% 
 
0.5 
Basigine 
Absent 
Présent 
 
23.3% 
58.5% 
 
0.001 
 
93.3% 
98.2% 
 
0.15 
 
21.9% 
49.2% 
 
0.06 
 
31.3% 
36.1% 
 
0.6 
LAT-1 
Absent 
Présent 
 
42.7% 
60.9% 
 
0.02 
 
94.9% 
100% 
 
0.06 
 
37.2% 
52.1% 
 
0.06 
 
37.2% 
32.4% 
 
0.5 
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4.2. Partie fondamentale  
4.2.1. Détermination du statut hormonal et Her-2 des lignées de cancer du sein 
 
        Les lignées de cancer du sein utilisées sont réputées être TNEG (Hs578t, MDAMB-231) 
ou hormonosensibles (MCF7, T47D). Les figures 24 à 27 représentent le marquage RE, RP et 
Her-2 de ces lignées. 
 
 
Figure 24. Marquage RE (gauche, positif, X400), RP (milieu, positif, X400) et Her-2 (négatif,droite 
X400) confirmant le statut RH+/Her-2 négatif  de la lignée MCF7 
 
 
 
 
 Figure 25. Marquage RE ( gauche, positif, X400), RP (milieu, positif, X400) et Her-2 (négatif,droite 
X400) confirmant le statut RH+/Her-2 négatif  de la lignée T47D 
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 Figure 26. Marquage RE ( gauche, nul, X400), RP (milieu, nul, X400)  et Her-2 (nul, X400 droite) 
confirmant le statut TNEG de la lignée MDAMB-231 
 
 
 Figure 27. Marquage RE ( gauche, nul, X400), RP (milieu, nul, X400)  et Her-2 (droite nul, X400) 
confirmant le statut TNEG de la lignée Hs578t 
 
4.2.2 In vitro les lignées TNEG sont plus glycolytiques que les lignées RH+ 
 
        L'analyse de la consommation d'oxygène des lignées TNEG (Hs578t, MDAMB231) et 
RH+ (MCF7, T47D) montre que, pour un même nombre de cellules (50 000 cellules par 
puits), après introduction de glucose 5 mM (= condition plus physiologique) les 2 lignées 
RH+ voient leur consommation d'oxygène strictement stable, alors qu'une des 2 lignées 
TNEG (Hs578t)  diminue sa consommation d'O2, même en NORMOXIE, témoignant d'un 
shift vers la glycolyse fermentative (Figure 28A et B). A noter que la consommation d'O2 de 
la 2° lignée TNEG (MDAMB231, (Figure 28B)) ne baisse pas après introduction de glucose 
mais présente d'emblée la consommation la plus basse. L'oligomycine (1 μM) est un 
inhibiteur puissant du complexe V de la chaine respiratoire (ATP synthase) obligeant ainsi la 
cellule à produire la quasi totalité de son ATP à partir de la glycolyse (conversion du pyruvate 
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en lactate) reflétant donc ainsi le maximum de capacité de glycolyse fermentative et de 
production d'acide lactique. 
        Après introduction du glucose puis de l'oligomycine toutes les lignées présentent une 
diminution de la consommation d'oxygène, avec toutefois une amplitude plus importante pour 
les lignées RH+ (300→250 et 180→100 pour RH+, versus 100→50 et 60→40), témoignant 
d'une respiration de base plus élevée. 
        D'autre part, en conditions physiologiques (après introduction de glucose) la production 
extracellulaire d'acide lactique (ECAR) est plus importante pour les lignées TNEG que les 
lignées RH+ (10 et 26 versus 6 et 11, Figure 29A et B). De façon remarquable aucune des 2 
lignées TNEG ne voie sa production d'acides augmenter après inhibition de la respiration 
(oligomycine, Figure 29B), contrairement aux 2 lignées RH+ (Figure 29A), ce qui signifie 
que les lignées TNEG  utilisent le potentiel glycolytique maximal nécessitant  un apport de 
glucose conséquent d’où  l’ « addiction »  au glucose de ces cellules 
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Figure 28. Consommation d'oxygène (OCR) pour les lignées RH+ (A), TNEG (B), sans, puis avec 
glucose (condition physiologique), puis avec inhibition complète de la respiration (oligomycine) 
(chaque point correspond à un triplicate). 
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Figure 29. Production extracellulaire d'acide (ECAR) pour les lignées RH+ (A), TNEG (B), sans, puis 
avec glucose (condition physiologique), puis avec inhibition complète de la respiration (oligomycine) 
(chaque point correspond à un triplicate).  
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4.2.3. L'inhibition seule de MCT1 sur les lignées TNEG n'a peu ou pas d'impact  
         antiprolifératif 
 
        Le caractère glycolytique des lignées TNEG in vitro montre une certaine dépendance au 
glucose, ainsi qu'aux mécanismes d'épuration de ses déchets comme les MCTs qui peuvent 
être proposés comme cible afin de diminuer les capacités de prolifération par acidification 
intracellulaire. 
        En conditions de clonogénicité (1000 cellules J1; fixation GIEMSA à J7 en normoxie et 
J10 en hypoxie)  l'utilisation de l'inhibiteur de MCT1 (300 nM, développé par Astrazeneca, 
AR-C155858 
76
) n'avait aucun effet antiprolifératif évident, que ce soit pour la lignée Hs578t 
(Figure 30) ou la lignée MDAMB231 (Figure 31) avec même un effet proprolifératif en 
particulier pour la lignée MDAMB231.  
 
 
Figure 30. Clonogénicité de cellules de cancer du sein TNEG Hs578t (1000 cellules ensemencées, 
changement milieu avec inhibiteur à J3 après 2 jours en hypoxie, pour la condition hypoxique; à J1 
pour la condition normoxique) 
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Figure 31. Clonogénicité de cellules de cancer du sein TNEG MDAMB231 (1000 cellules 
ensemencées, changement milieu avec inhibiteur à J3 après 2 jours en hypoxie, pour la condition 
hypoxique; à J1 pour la condition normoxique) 
 
        En condition de croissance exponentielle le comptage du nombre de cellules  
ensemencées dans des plaques 6 puits (75 000 cellules par puits), montre la même tendance 
pour les 2 lignées TNEG avec même pour la lignée MDAMB231, un effet proprolifératif de 
l'inhibiteur en hypoxie (Figure 32). Pour la lignée Hs578t il existe peut-être un effet anti-
prolifératif en hypoxie, mais non significatif (p=0,1, test T Student). 
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Figure 32. Comptage de cellules des lignées TNEG MDAMB231 (A) et Hs578t (B) mis en culture (75 
000 cellules par puits) en normoxie/hypoxie, avec ou sans inhibiteur de MCT1 (300 nM) à J1, J2 et J3 
(D1 à 3) (* différence significative entre ces 2 valeurs, p=0,005, Test-T). 
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         L'analyse de la production extracellulaire d'acides (ECAR) en Seahorse montre toutefois 
une diminution rapide de l'ECAR après introduction de l'inhibiteur dans les 2 lignées (Figure 
33), mais de façon beaucoup plus prononcée dans le lignée Hs578t pouvant peut-être 
expliquer l'effet plus prononcé de l'inhibiteur dans la lignée Hs578t. 
 
 
Figure 33. Analyse de la production extracellulaire d'acides (ECAR) des lignées TNEG exposées à un 
inhibiteur de MCT1 (300 nM). 
 
4.2.4. La sous-expression de MCT4 est associée à une réduction de la prolifération des  
          cellules TNEG Hs578t 
 
        L'autre protéine d'épuration du lactate, MCT4 pourrait également être une cible 
intéressante dans les lignées TNEG devant leur comportement très glycolytique, et ce d'autant 
qu'il s'agit du transporteur exclusif du lactate, induit sous hypoxie, et qu'il a été retrouvé 
comme facteur de mauvais pronostic indépendant dans la présente étude. 
        Puisque l''inhibiteur de MCT4 caractérisé par Astrazeneca n'est pas encore disponible, 
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nous avons tenté par technique de Zinc Finger Nucléases (ZFN) de déléter le gène MCT4 des 
2 lignées TNEG MDAMB231 et Hs578t comme expliqué dans matériel et méthodes (chapitre 
3.2.4). Pour la lignée MDAMB231, aucune cellules sélectionnée par le FACS n'a pu survivre 
dans les conditions de clonage extrême que représente l'ensemencement de cellule unique 
dans les puits des plaques 96 puits. Aucun clone n'a donc pu être obtenu pour la lignée 
MDAMB231. Pour la lignée Hs578t 3 clones (16, 21, 122) sur plus de 100 analysés ont pu 
être identifiés répondant au test de survie (MCT1 inhibiteur + oliogmycine). En effet un 
double blocage de l'export d'acide lactique (MCT1/4) associé à une inhibition totale de la 
chaine respiratoire (oligomycine) entraine une mort cellulaire sous 24-48h (Figure 34). 
 
          
Figure 34. Clonogénicité (700 cellules ensemencées J1) de la lignée Hs578t wild type  
(Hs578t wt) des clones 16, 21 et 122, avec (en haut) et sans inhibition (en bas) de MCT1 (par 
inhibiteur de MCT1 300 nM) et de la chaîne respiratoire mitochondriale (oligomycine 1 μM). 
 
        En condition de clonogénicité l'ensemble des clones présentait une prolifération 
nettement réduite par rapport à la lignée sauvage (Figure 34). Les clones 16 et 21 avaient une 
prolifération spontanée nettement réduite ne permettant la réalisation d'autres expériences, 
alors que le clone 122 pouvait toujours proliférer (Figure 34, haut). Nous avons donc choisi le 
clone 122 pour les expériences suivantes. 
 
        L'analyse par western blot a montré une nette réduction de l'expression de MCT4 dans le 
clone 122 comparé à la lignée parentale (WT) (Figure 35). L'exposition à l'hypoxie ne montre 
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pas d'élévation du niveau d'expression de MCT4, elle-même faible chez le WT. Néanmoins en 
comparaison avec les niveaux de Basigine, il ressort que l'expression de MCT4 dans ce clone 
122 est nettement réduite. 
         
Figure 35. Western blot d'extraits protidiques de cellules de Hs578t wt (WT) et Hs578t clone 122 
(122) cultivées en normoxie (N) ou hypoxie (H, 48 heures); ARD1 = contrôle de charge, LS174 
shca9/ca12 = lignée de carcinome du colon avec invalidation par shRNA de ca9 et ca12, utilisé pour 
contrôle positif de l'expression des protéines. 
 
        Le séquençage du gène MCT4 dans le clone 122 comparativement à la lignée sauvage 
type n'a pas montré de différence. Il est possible qu'il y ait un nombre trop important de copies 
du gène pour que celui-ci soit entièrement délété ou que le ZFN n'est pas à l'origine de la 
baisse d'expression de MCT4. 
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        L'analyse Seahorse du taux de glycolyse par l'ECAR (ajout de 5mM glucose)  montre 
une réduction d’environ 25% pour le clone 122 en comparaison avec la lignée Hs578t 
sauvage (Figure 36). Cette réduction peut être liée au plus faible taux de croissance du clone 
122  lui même expliqué par la réduction de l’expression de MCT4. Par contre comparé à la 
lignée parentale, l’inhibiteur de MCT1 abolit totalement le taux de glycolyse dans la forme 
mutée du clone 122  (Figure 36). Ce résultat permet de rendre compte de l’extrême sensibilité  
du clone 122 à la combinaison d’inhibiteurs (MCT1i + oligomycine) utilisée pour la 
caractérisation du phénotype MCT4-null. 
 
 
Figure 36. Analyse par Seahorse de la production extracellulaire d'acides (ECAR) dans les lignées 
Hs578 wt et Hs578 cl122; * = limite significativité entre les 2 points (p=0,1), ** = différence 
significative entre les 2 points (p<0,05), test T de Student. 
 
        L'inhibition pharmacologique de MCT1 permet, contrairement à la souche wild type, 
d'obtenir un effet anti-prolifératif à la fois en clonogénicité (Figure 37) et en condition de 
croissance exponentielle (Figure 38).  
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Figure 37. Clonogénicité de cellules de cancer du sein TNEG Hs578t WT et Hs578t cl122 (1000 
cellules ensemencées, changement milieu avec inhibiteur à J3 après 2 jours en hypoxie, pour la 
condition hypoxique; à J1 pour la condition normoxique) 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38. Comptage de cellules des lignées Hs578t WT et cl122 mis en culture (75 000 cellules par 
puits) en normoxie/hypoxie, avec ou sans inhibiteur de MCT1 (300 nM) à J1, J2 et J3 (D1 à 3) 
 (* tendance significativité, p=0,1; ** différence significative entre ces valeurs, p<0,05, Test-T) 
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4.2.5. L'inhibition du complexe 1 de la chaine respiratoire permet de réduire la prolifération  
          des lignées TNEG in vitro  
 
        Afin d'exploiter l'inhibition des MCTs il faut forcer les cellules tumorales à n'utiliser que 
la glycolyse anaérobie. Ceci peut-être réalisé par un traitement à l'oligomycine mais elle ne 
peut être utilisée en clinique (toxicité). Il existe aussi la metformine, et surtout la phenformine 
qui sont des inhibiteur du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale.  
        Ainsi l'effet de l'inhibition a en effet permis d'entrainer une chute drastique des capacités 
de clonogénicité de la lignée Hs578t cl122 (Figure 39, haut) ainsi que de ses capacités de 
prolifération en condition de croissance exponentielle (Figure 39, bas), que ce soit en 
normoxie ou hypoxie. 
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Figure 39. Haut, clonogénicité (après ensemencement de 1000 cellules, changement de milieu à J3 en 
hypoxie et J1 en normoxie), Bas, comptage de cellules en croissance exponentielle (ensemencement de 
75 000 cellules par puits) de la lignée Hs578t cl122 exposée à l'inhibition de MCT1, avec ou sans 
phenformine, en normoxie ou hypoxie (les différences significatives sont notées par des astérisques) 
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        L'effet antiprolifératif maximal a été obtenu par le triple ciblage de MCT1, MCT4 et du 
complexe I de la chaine respiratoire. Concernant la lignée MDAMB231, seulement un double 
ciblage a pu être réalisé, de MCT1 et de la chaine respiratoire par phenformine montrant un 
effet antiprolifératif uniquement en normoxie par la phenformine, l'inhibiteur de MCT1 
semblant au contraire augmenter les capacités de prolifération de cette lignée (Figure 40). 
 
 
 
Figure 40. Haut, clonogénicité (après ensemencement de 1000 cellules, changement de milieu à J3 en 
hypoxie et J1 en normoxie), Bas, comptage de cellules en croissance exponentielle (ensemencement de 
75 000 cellules par puits) de la lignée MDAMB231 exposée à l'inhibition de MCT1, avec ou sans 
phenformine, en normoxie ou hypoxie (astérisques = tendance à significativité avec p=0,1)
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5. Discussion 
 
        Les données du PET-scanner au 
18
-FDG suggéraient que les cancers TNEG étaient 
hautement glycolytiques du fait d'une fixation systématique de ce marqueur dans 2 séries 
différentes 
54,73
. Les résultats de la thèse du Dr Trastour permettaient de conforter cette 
observation avec une surexpression de l'ensemble des protéines glycolytiques par rapport aux 
autres sous-groupes (RH+ et Her-2), avec un facteur 2 à 3. Les résultats de notre travail 
clinique et fondamental ont confirmé tous les 2 ces données avec un marquage des protéines 
glycolytiques de l'axe hypoxique dans 54.1% (CAIX) à 96.8% (LDH-A) selon le marquage. 
Comme couramment observé les tumeurs TNEG étaient de très haut grade avec 77.6% de 
grade SBR III et un taux de Ki-67 ≥ 30% de 51%. Les résultats in vitro ont montré à partir de 
2 lignées TNEG comparées à 2 lignées RH+ que leur fonctionnement était d'emblée en 
glycolyse anaérobie maximale puisque, en particulier, l'oligomycine ne s'accompagnait pas 
d'une augmentation de l'ECAR des 2 lignées TNEG, alors que pour les 2 lignées RH+ la 
glycolyse anaérobie pouvait être augmentée par l'oligomycine démontrant ainsi qu'elles ne 
l'utilisent pas le maximum de leur potentiel 'glycolyse' (Figure 29). 
        Le suivi médian était de 73 mois (7.9 ans) permettant de recueillir la plupart des 
évènements métastatiques et des décès spécifiques. L'âge médian de 62 ans était plus élevé 
qu'attendu étant donné que les médianes habituellement observées sont en deça (aux alentours 
de 50 ans 
77,78
). L'âge plus élevé des patients de la Côte d'Azur pourrait expliquer ce 
phénomène. Les facteurs pronostiques classiques comme pT et pN étaient retrouvées comme  
facteurs indépendants de SSRM et SP (tableaux 8 et 9). Les autres facteurs classiques 
n'étaient pas retrouvés, notamment le SBR, l'âge au diagnostic ou le Ki-67, comme 
précédemment observé dans d'autres séries, notamment pour le Ki-67 et le score mitotique 
78
. 
Concernant les marqueurs glycolytiques/hypoxiques aucun n'était pronostic sauf le marquage 
MCT4 qui était associé à un plus mauvais pronostic (pour SSRM et SP) surtout lorsqu'il était 
exprimé au niveau des cellules tumorales mais sans expression stromale (taux de SSRM à 5 
ans de 58.4% versus 80.7%, p=0.001, Figure 22, 23). En analyse multivariée ce marqueur 
était également reconnu comme facteur pronostic indépendant de SSRM et SP tout comme 
l'avait démontré le Dr Trastour (tableau 2 et 3). Dans la thèse du Dr Trastour l'analyse de 
sous-groupe montrait que ce marquage ne semblait pas pronostic (Figure 9) dans les TNEG 
mais en augmentant le nombre de patientes il s'avère qu'il s'agissait uniquement d'un manque 
de puissance statistique. Contrairement à l'analyse du Dr Trastour la présence des marqueurs 
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glycolytiques dans les cancers TNEG n'était pas forcément associée à une taille tumorale ou 
un envahissement ganglionnaire plus importants mais par contre les tumeurs glycolytiques 
présentaient un taux de prolifération (Ki67 ≥ 30%) et un grade SBR III plus élevés (tableau 
9). Cela confirme que les tumeurs qui prolifèrent beaucoup doivent surexprimer les marqueurs 
de glycolyse afin de métaboliser le glucose et de détoxifier la cellule des métabolites acides 
issus du glucose. Ces tumeurs présentent donc également, du fait du grade SBR III plus élevé,  
une dédifférenciation et des anomalies de morphologie du noyau plus importantes et donc un 
potentiel métastatique plus important. En particulier le statut MCT4 semble jouer un rôle 
prépondérant dans l'agressivité tumorale ayant été identifié comme un marqueur pronostic 
indépendant de SSRM et de SP. MCT4 est la protéine dédiée à la détoxification de l'acide 
lactique produit en permanence et en large excès lors d'une glycolyse exacerbée 
3
; elle est très 
efficace et spécifique pour remplir ce rôle bien que son affinité pour le lactate soit plus faible 
que celle de MCT1. Par contre MCT1 transporte le lactate et le pyruvate qui sont des 
solutions métaboliques intéressantes pour le métabolisme oxydatif par re-capture. L’export de 
pyruvate par MCT1 est au contraire défavorable sur le plan énergétique (équivalent d’une 
perte en ATP). Cela nous permet de comprendre pourquoi l’inhibition de MCT1 peut stimuler 
la croissance de plusieurs types de cellules cancéreuses dont les TNEG de cette étude 
(observations de l’équipe). Bloquer l’export de pyruvate est un avantage sur le plan 
énergétique. Une cellule de cancer TNEG qui exporte donc efficacement l'acide lactique est à 
priori capable de mieux résister aux carences nutritionnelles et donc de métastaser plus 
facilement à partir d’un microenvironnement acide. Etant donné que son expression est 
corrélée au degré d'hypoxie et au degré d'activation des master gènes comme HIF-1 
3
 et c-
Myc 
37
 on comprend que les cellules ayant acquis une résistance dans les zones hypoxiques et 
pauvres en nutriments soient le plus apte à induire la transition épithélio-mésenchymateuse et 
l'invasion tumorale. De manière plus directe, l'expression de MCT4 pourrait être corrélée à un 
enrichissement en cellules souches tumorales. Dans les glioblastomes il a en effet été décrit 
que la diminution de l'expression du gène MCT4  s'associait à une diminution du nombre de 
cellules exprimant CD133 avec une réduction de 50-80% des capacité de prolifération des 
lignées tumorales in vitro et in vivo 
79
. De manière intéressante d'autres travaux ont montré 
qu'il existait en hypoxie, un enrichissement en cellules souches dans des lignées de cancer du 
sein, et dépendait de Hif-1α, reliant ainsi la voie hypoxique aux cellules souches 80, et donc 
comme hypothèse sous-jacente, une implication probable de MCT4 dans leur fonctionnement. 
De même il a été observé que les cellules souches présentaient un taux de espèces réactives 
74 
 
oxygénées très bas, ce qui laisse supposer des mécanismes efficients d'épuration d'acide 
comme pourrait être MCT4 
81
.  Les cellules souches tumorales sont  résistantes aux 
traitements anti-tumoraux conventionnels comme la chimiothérapie et la radiothérapie peut-
être via BMI1 qui est une protéine impliquée dans la résistance à l'apoptose et la transition 
épithélio-mésenchymateuse 
82
. Une autre explication de l'agressivité des cellules surexprimant 
MCT4 pourrait être que l'alcalinisation accrue du milieu intracellulaire (augmentation du pH 
intracellulaire) est un facteur permettant de diminuer l'activité des chimiothérapies qui sont le 
plus souvent moins efficace à un pH alcalin 
3,83
 (Figure 41 et 41 bis). 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 Figure 41. pH 
extracellulaire (pHe) et intracellulaire (pHi) mesurés in vivo dans des xénogreffes de souris d'une lignée 
transformée de fibroblastes (CCL39) wild type exprimant MCT1 (wt, mct1), et dans la même lignée mais 
exprimant également MCT4 (wt, mct4; expression forcée de MCT4 par un vecteur pCI-neo-
mct4);comparativement à la lignée n'exprimant pas MCT4,  les variations entre pHi et pHe de la lignée 
exprimant MCT4 sont  plus importantes avec un pHi bien plus élevé (7.1 vs 6.97) et un pHe bien plus bas (6.67 
vs 6.84), grâce à l'expression de MCT4 
 
 
 
  
Figure 41 bis. Au niveau des cellules tumorales le gradient de pH au niveau membranaire est inversé avec un 
pH extracellulaire plus acide; les chimiothérapies (drug = D; exemple, la doxorubicine) sont majoritairement 
des bases faibles et vont au niveau extracellulaire se retrouver protonées (DH
+
) en plus grande quantité avec 
donc une forme neutre minoritaire; c'est la forme neutre qui traverse la membrane, ainsi, les drogues pénètrent 
moins les cellules tumorales 
83
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        Aussi bien dans le travail du Dr Trastour que dans la cohorte des cancers TNEG l'impact 
pronostique de MCT4 était plus prononcé si les tumeurs n'exprimaient pas MCT4 au niveau 
du stroma. Dans le stroma, MCT4 pouvait être aussi bien exprimé par les lymphocytes ou les 
fibroblastes, suggérant que la présence de ces 2 types cellulaires pourrait être délétère pour la 
progression tumorale. De nombreuses études dans de très nombreux cancers ont en effet 
démontré que les lymphocytes infiltrant la tumeur (tumor infiltrated lymphocytes, = TIL, en 
particulier CD8) témoignaient d'une réponse immunitaire anti-tumorale aussi bien au niveau 
de la tumeur mammaire que les cellules qui auraient pu déjà avoir métastasé 
84
. Dans le cancer 
du sein, une analyse a posteriori des lames HES des tumeurs de patientes incluses dans l'essai 
BIG 02-98 a montré de façon très remarquable que le sous-groupe TNEG présentait un 
pronostic plus favorable lorsqu'il existait un infiltrat lymphocytaire, avec pour chaque 
augmentation de 10% du taux de TIL, une réduction de 15% du risque de rechute 
85
; ainsi les 
cancers médullaires qui constituent un sous-groupe de cancers TNEG extrêmement enrichis 
en TIL, présentent un pronostic très favorable 
86
. Il se trouve que les lymphocytes, de manière 
générale expriment fortement les MCTs car sont hautement glycolytiques 
87
, et parmi les 
nouveaux traitements immunosuppresseurs, des inhibiteurs de MCTs ( MCT1 en particulier) 
sont en développement 
88
.  Le marquage MCT4 stromal pourrait donc refléter indirectement la 
présence de TIL et pourrait donc expliquer un pronostic plus favorable, même si la tumeur 
exprime MCT4.  
        Concernant les fibroblastes, il a été décrit que les fibroblastes humains de prostate saine 
présentait une capacité d'excrétion de l'acide lactique et une expression de MCT4 bien 
moindre que les fibroblastes présents dans le cancer de la prostate (Figure 42) 
22
. Dans cette 
même étude les fibroblastes sains qui étaient mis en coculture avec des cellules de cancer de 
prostate présentaient une nette augmentation de l'expression de MCT4 et de leur capacité à 
excréter l'acide lactique (switch vers un phénotype plus anaérobie), avec dans le même temps 
une réduction de ces mêmes capacités par les cellules cancéreuses (switch vers un phénotype 
plus aérobie). Il est possible qu'il se passe la même chose au sein des tumeurs mammaires 
exprimant MCT4 au niveau stromal avec pour conséquence une agressivité moindre des 
cellules cancéreuses. Pour corroborer cela une autre étude a montré que la présence d'un 
stroma riche était corrélée de façon indépendante à une meilleure survie sans rechute et  
survie globale dans les cancers du sein en général, et de manière encore plus prononcée dans 
les cancers TNEG 
89
.  
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Figure 42. Uptake de glucose (A) et expression de MCT4 (B, protéine haut, ARNm bas) de fibroblastes humains 
prostatiques (HPFs) et de fibroblastes de cancers de prostate (CAFs) (A),   
 
          L'impact pronostique de MCT4 en cancérologie n'a pour l'instant pas beaucoup été 
étudié. L'expression de MCT1, MCT4 et GLUT-1 dans les cancers TNEG a déjà été rapportée 
comme plus fréquente dans les cancers TNEG que dans les autres cancers du sein, et leur 
expression a également été corrélée avec un grade SBR plus élevé 
90-92
.  L'expression de 
MCT4 a déjà été rapportée comme de mauvais pronostic dans les adénocarcinomes 
bronchiques 
93
 ainsi que les carcinomes à cellules claires du rein 
94
. De manière surprenante 
l'équipe de Lisanti a trouvé des résultats inverses aux nôtres dans les cancers TNEG avec un 
impact favorable de l'expression de MCT4 tumoral et un impact pronostique défavorable de 
l'expression stromale de MCT4 
95
, ce qui va à l'encontre de l'ensemble de tous les autres 
résultats publiés et cités précédemment, et à l'inverse de l'impact pronostic de MCT4 retrouvé 
dans les 2 cohortes du Centre Antoine-Lacasssagne. Il est possible que les résultats de l'équipe 
de Lisanti soient différents si on analysait de manière concomitante, et non séparée, 
l'expression du MCT4 stromal et du MCT4 tumoral.  
        A noter que l'expression de CAIX n'était pas corrélée au pronostic des cancers TNEG 
dans notre série, alors que notre équipe avait précédemment retrouvé ce facteur comme 
pronostic dans les cancers du sein en général 
33
. Les anhydrases carboniques permettent la 
détoxification du CO2  c'est à dire de réguler le pH intracellulaire facilitant la respiration 
mitochondriale dont le CO2 est le principal déchet. Puisque les cancers TNEG dépendent 
plutôt de la glycolyse anaérobie (Figure 29) et de l'export de l'acide lactique par les MCTs, il 
n'est pas étonnant que l'expression de CAIX ne soit pas pronostique comme cela a été 
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précédemment décrit dans une autre série de cancers TNEG 
96
. Nous n'avons pu tester 
l'impact pronostique d'HIF-1α à cause de difficultés techniques pour réaliser 
l'immunohistochimie avec les anticorps commerciaux (épuisement de l'anticorps anti-HIF-1α 
développé dans notre laboratoire, et décès du lapin qui le produisait). Puisque l'expression de 
MCT4, GLUT-1 et de très nombreux oncogènes dépend de HIF, nous aurions pu supposer 
qu'il pouvait refléter le pronostic des patientes avec un cancer du sein. La protéine LAT-1 qui 
transporte les acides aminés essentiels et la protéine LDH-A qui transforme le pyruvate en 
acide lactique n'avaient pas d'impact pronostic évident  mais avaient une expression fréquente 
(LAT-1, 44.7%) voire systématique (LDH-A, 96.8%) montrant que les cancers TNEG ont un 
métabolisme énergétique exacerbé. 
        La présente étude rapporte les premiers résultats du ciblage spécifique du métabolisme 
glycolytique dans 2 lignées établies de cancers du sein TNEG. L'inhibition seule de MCT1 
par un inhibiteur spécifique (AR-C155858 
76
) n'avait aucun effet évident sur 2 lignées TNEG 
(MDAMB231 et Hs578t) avec même un effet pro-prolifératif pour la lignée MDAMB231. L’ 
invalidation génétique de  MCT4 par la technique ZFN a l’avantage sur les shRNA d’opérer 
une suppression totale de l’activité. Alors que ce couple ZFN-MCT4 a très bien fonctionné 
dans notre équipe pour une lignée d’adénocarcinome colique la réduction de MCT4 sur la 
lignée Hs578t a été obtenue avec néanmoins une légère activité résiduelle. L'efficacité du 
ciblage de MCT4 (clone 122) combinée à l’inactivation pharmacologique de MCT1 est 
évidente dans la mesure de ECAR (Figure 36). Non seulement le taux de glycolyse est réduit 
dans le clone 122 déficient en MCT4, mais l’addition de l’inhibiteur MCT1 complète 
l’inhibition de la glycolyse par blocage complet de l’export d’acide lactique (Figure 36). On 
voit donc que pour cibler le taux de glycolyse et donc la croissance tumorale (Figures 37 et 
38) en jouant sur l’export de lactate, un ciblage des 2 transporteurs MCT1/4 est nécessaire.  
La perte de capacité de prolifération  ne semble pas forcément être due à une capacité accrue 
d'expulser les acides
79
. Il se pourrait que les cellules souches, qui exprimeraient plus MCT4 
(notamment dans le glioblastome 
79
) soient plus sensibles à la sous-expression de MCT4 qu’à 
des variations de flux de lactate. Cependant nos résultats montrant l’effet anti prolifératif 
corrélé avec le blocage de l’export d’acide lactique (EACR, Figure 36) par la combinaison de 
l'inhibition de MCT1/4 nous incite à proposer que l’impact négatif sur la glycolyse est 
responsable de l’effet anti-prolifératif.  
Il restait toutefois une capacité proliférative résiduelle de la lignée Hs578t même après ciblage 
des 2 MCTs, faisant suggérer que les cellules s'adaptent en ‘switchant’ leur métabolisme 
78 
 
glycolytique vers la respiration. C’est ce qui a effectivement été observé avec une 
augmentation de la consommation d'oxygène (Figure 39). Nous avons donc postulé que ces 
cellules bloquées pour la glycolyse seraient devenues extrêmement sensibles aux inhibiteurs 
de respiration tels qu’oligomycine ou du complexe I mitochondrial : metformine/ 
phenformine. Nous observons en effet que la phenformine (50 μM) inhibe la respiration 
(OCR) et induit un effet anti-prolifératif maximal lorsque associé à l’inhibition des MCTs 
(Figure 39). A noter que la phenformine seule, uniquement en normoxie, avait un effet 
antiprolifératif à la fois sur la lignée Hs578t WT et la lignée MDAMB231 (Figure 39 et 40) 
montrant l'intérêt potentiel de cet inhibiteur. En hypoxie, en l'absence d'oxygène donc, la 
phenformine n'avait aucun effet puisque les cellules vont majoritairement utiliser la glycolyse 
anaérobie. 
        Une autre étude avait déjà montré l'effet d'inhibiteurs des MCTs sur des lignées de 
cancer du sein (alpha-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC), Quercetin and Lonidamine 
97
) mais 
les inhibiteurs utilisés étaient peu spécifiques des MCTs et pouvaient avoir des effets anti-
prolifératifs autres que par l'inhibition de l'export de lactates. La meilleure stratégie semble 
donc être la triple inhibition de MCT1/MCT4/complexe I de la mitochondrie. Une telle 
approche qui vise la production d’ATP est-elle envisageable et raisonnable en clinique ? Les 
besoins énergétiques des cellules différenciées des tissus adultes chez l’homme au repos sont 
très faibles. A l’opposé les cancers à croissance rapide (glioblastomes, TNEG) utilisent 
massivement la glycolyse grâce à leurs équipements en transport GLUT1, MCT4 hautement 
exprimés. Il est donc raisonnable de proposer des fenêtres thérapeutiques  ‘flash’ (3-4 jours) 
associant les bloqueurs de glycolyse (LDHA ou MCTs) associés à la phenformine pour 
éradiquer ces cancers par ‘catastrophe métabolique’ ou ‘ATP crisis’ 3. La combinaison 
différée à ces traitements d'un ‘flash’ de chimiothérapie ou de radiothérapie permettrait 
également d'avoir un effet additif étant donné que MCT4 est surexprimé en hypoxie et que les 
cellules hypoxiques sont chimio et radiorésistantes. A noter qu'Astrazeneca a développé un 
inhibiteur de MCT4 qui sera prochainement testé dans notre laboratoire. Une collaboration 
avec l'équipe d'Elisabetta Marangoni (institut Curie) permettra également au cours du 1
er
 
semestre 2014 de tester ces inhibiteurs dans des modèles murins de cancers du sein. Son 
équipe a en effet constitué une banque de souris porteuses de xénogreffes de tumeurs 
mammaires humaines qui ont été implantées directement de la pièce opératoire sans passer 
par la boite de Petri, avec entretien de la xénogreffe depuis des années sans modification ni 
des altérations du nombre de copies de gènes (données de CGH-array), ni de l'expression 
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ARNm entre la tumeur mammaire originelle et entre les xénogreffes dans le temps 
98
. Nous 
avons caractérisé 27 xénogreffes de cancers TNEG au niveau du marquage IHC MCT1, 
MCT4 et GLUT1 et identifié des tumeurs avec tous les profils possibles qui serviront pour les 
expériences de l’année 2014. Les résultats d’anatomopathologie des TNEG présentés ici 
seront publiés avec les futures études pré-clinique chez la souris utilisant phenformine seule et 
en association avec les inhibiteurs de MCTs.  
 
6. Conclusion 
 
        En conclusion, cette étude a permis pour la première fois l'analyse exhaustive des 
marqueurs métaboliques de la glycolyse dans les cancers du sein sans envahissement 
ganglionnaire (travail du Dr Trastour) et dans les cancers du sein TNEG. Elle a montré que les 
cancers du sein sont inégaux vis à vis des capacité glycolytiques avec des marqueurs bien plus 
présents dans les cancers TNEG, et à un moindre degré dans les tumeurs surexprimant Her-2.  
Il existait une corrélation entre les capacités de prolifération et l'expression de ces marqueurs. 
Dans les 2 cohortes l'expression strictement tumorale de MCT4 représentait un puissant 
facteur pronostique de SSRM et de SP démontrant l'importance de cette protéine dans 
l'agressivité tumorale, de par ses puissantes capacités d'expulsion de l'acide lactique, mais 
aussi peut-être de par son possible enrichissement en cellules souches tumorales. In vitro le 
ciblage des transporteurs d'acide lactique, en particulier de MCT4, avait un effet anti-
prolifératif intéressant qui était toutefois maximal si la respiration mitochondriale était 
bloquée dans le même temps. Ces données sont à confirmer in vivo dans des modèles de  
TNEG humain xénogreffés chez la souris avant de passer chez l'homme pour notamment 
tester la toxicité et le potentiel thérapeutique de ces nouvelles stratégies. 
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8. Travaux annexes 
8.1. Article 1: Knock-down of hypoxia-induced carbonic anhydrases IX and  
       XII radiosensitizes tumor cells by increasing intracellular acidosis 
 
        Le premier travail rapporte les résultats des expériences ayant évalué la combinaison du 
ciblage des anhydrases carboniques CAIX et CAXII et de la radiothérapie. En partant du 
principe que les tumeurs sont constituées d'une zone normoxique radiosensible et d'une zone 
hypoxique radiorésistante de par l'effet "oxygène" (cf article), il apparait intéressant d'ajouter 
à la radiothérapie un inhibiteur permettant de cibler les zones hypoxiques. Puisque les cellules 
de ces zones surexpriment les anhydrases carboniques CAIX, et à un moindre degré CAXII, 
nous avons évalué la combinaison de la radiothérapie avec la sous-expression de CAIX et/ou 
de CAXII dans un modèle de carcinome colorectal (LS174) in vitro et in vivo (xénogreffes 
murines). Nous avons retrouvé un effet additif de cette stratégie à la fois in vitro et in vivo 
avec une capacité de prolifération réduite aussi bien pour les sphéroïdes que pour les tumeurs 
murines. Nous avons ensuite confirmé in vitro cette stratégie dans une lignée de fibroblaste 
immortalisé (PS120) et mis en évidence que l'acidose intracellulaire était un nouveau facteur 
déterminant de radiosensibilisation. Il apparait que même les cellules normoxiques voyaient 
leur mort cellulaire augmenter en association avec une inhibition d'un de leur régulateur du 
pH intracellulaire (NHE1 ou CAIX). Le mécanisme sous-jacent pouvant être un shift des 
cellules en phase G2/M avec diminution de la phase S, phase qui sont respectivement les plus 
radiosensibles et les plus radiorésistantes. Chez l'homme, un essai de phase II sera 
prochainement débuté au Centre Antoine-Lacassagne et testera l'association de 
l'acétazolamide (pan inhibiteur des anhydrases carboniques) avec une radiochimiothérapie à 
base de sels de platine (docetaxel/paclitaxel, carboplatine/cisplatine) dans les carcinomes 
bronchiques non à petites cellules de stade III. 
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8.2. Article 2: miR-210 promotes a pseudohypoxic phenotype and increases  
       tumor radioresistance in human lung cancer cell line A549 
 
        L'étude des microARN en cancérologie connaît un essor croissant avec la mise en 
évidence de corrélations pronostiques selon l'expression des microARNs et leur rôle pro-
oncogène dans de nombreux cancers comme le cancer du poumon (Croce CM et al, causes 
and consequences of miroRNA dysregulation in cancer,Nature Reviews Genetic, 2009). Il 
existe des microARNs dont l'expression est régulée par l'hypoxie, appelés hypoxamirs comme 
le microARN miR-210 (Chan YC et al, miR-210, the master hypoxamir, Microcirculation, 
2012) qui est considéré comme un des hypoxamirs majeurs. Notre groupe a montré 
précédemment que ce microARN était impliqué dans l'agressivité des carcinomes bronchiques 
chez l'homme (Puissegur MP et al, miR-210 is overexpressed in late stages of lung cancer and 
mediates mitochondrial alterations associated with modulation of HIF-1 activity, Cell Death 
Differentiation, 2011). Nous avons analyser l'impact de miR-210 in vitro vis à vis de la 
radiosensibilité des cellules de cancer du poumon A549. L'expression stable de miR-210 dans 
cette lignée a permis l'obtention d'une lignée ayant inhibé sa respiration mitochondriale, 
même en normoxie, mimant ainsi la surexpression de miR-210 en hypoxie. La radiosensibilité 
des cellules transfectées était en normoxie drastiquement réduite, avec une radiorésistance 
encore plus importante que celle observée en hypoxie et montrant ainsi le rôle majeur de miR-
210 dans la radiorésistance de la lignée de cancer du poumon A549. Le marquage 53BP1 et 
ɣH2AX était nettement moins marqué après irradiation de la lignée surexprimant miR-210 
montrant ainsi la diminution des cassures double brins dans cette condition. Finalement il 
semblait que cette radiorésistance n'était pas lié à une modification de p53 ou des cycles 
cellulaires, mais par contre  la sous-expression de HIF-1α a permis de réverser la 
radiorésistance montrant qu'elle est liée à ce gène. L'implication de miR-210 dans la 
radiosensibilité des carcinomes bronchiques pourrait être analysée en clinique afin de 
déterminer les patients qui devraient bénéficier d'une escalade de dose de radiothérapie en cas 
de surexpression de ce micro-RNA.
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                                                                        RESUME 
 
Rôle des protéines de régulation du pH intracellulaire et du métabolisme énergétique dans 
les carcinomes du sein triple négatif 
        Les cancers se caractérisent par une prolifération cellulaire incontrôlée,  avec pour certains 
cancers, à évolution rapide, un métabolisme glycolytique exacerbé (effet Warburg).  Il en résulte 
une surexpression de protéines d'import du glucose comme GLUT1 mais aussi d'autres protéines 
assurant le contrôle du pH intracellulaire (pHi) par l’export efficace des acides carbonique et 
lactique. Ce rôle majeur, requis pour le maintien énergétique de la cellule est assuré et magnifié 
dans les conditions hypoxiques par l’induction des anhydrases carboniques (CA9 et 12), le 
symporteur H
+
/ lactate MCT4 (MonoCarboxylate Transporteur) et MCT1 induit par c-Myc. Les 
études récentes ont établi que le ciblage de ces régulateurs de pHi ont un effet cytostatique sur 
des modèles de cancer du pancréas et colon xénogreffés chez la souris (Parks et al., Nature 
Reviews Cancer 2013). Cette approche n'a été pas ou peu explorée dans le cancer du sein.  
         Le cancer du sein représente la première cause de mortalité toutes causes confondues et 
comprend 3 sous-groupes: 70% dépendent de récepteurs nucléaires à l'estrogène et à la 
progestérone, 15% de l'expression membranaire de Her-2 (c-erbB2), et 15% qui n’expriment 
aucun de ces marqueurs, appelés "triple négatif" (TNEG). Ce sous groupe ne répond donc ni aux 
hormonothérapies, ni aux traitement anti-Her-2 et a par conséquent le pronostic le plus péjoratif. 
Ils se démarquent des autres sous groupes par une fixation intense et constante du 
18
Fluoro-
déoxy-glucose au PET-scanner, suggérant une addiction au glucose. 
         Un précédent travail réalisé par le Dr Trastour (thèse 2011) a permis de montrer dans une 
cohorte de 653 patientes (dont 62 TNEG) que les cancers TNEG expriment bien plus  les 
protéines du métabolisme glycolytique (MCT4, MCT1, GLUT-1, CAIX) que les autres cancers 
du sein. Nous avons ensuite montré une corrélation de l'expression de ces marqueurs, en 
particulier de MCT4, avec la survenue de métastases et des décès dans une cohorte plus large de 
160 patientes TNEG. Par la suite nous avons testé l'efficacité anti-tumorale in vitro d'inhibiteurs 
ciblant les protéines impliquées dans le métabolisme glycolytique comme MCT1 et le complexe 
I mitochondrial de la chaine respiratoire (phenformine). La délétion de MCT4 a été obtenue par 
la technique des Zinc Finger Nucléases (ZFN). L'efficacité anti-proliférative était maximale lors 
du ciblage commun de ces 3 protéines dans une lignée de cancer du sein TNEG (Hs578t). Cette 
étude montre donc pour la première fois le caractère très glycolytique des tumeurs TNEG et 
propose quelques cibles potentielles dont l'efficacité sera testée prochainement dans des modèles 
murins de xénogreffes transplantées directement à partir des tumeurs des patientes. Cette 
approche sera facilitée par le développement par AstraZeneca d’un inhibiteur de MCT4  
Métabolisme hypoxique, complément d’études 
        Nous avons confirmé que le ciblage du métabolisme glycolytique permet d'augmenter la 
radiosensibilité de xénogreffes tumorales d'une lignée de cancer du colon (Doyen J et al, 
Frontiers in Oncology, 2013), avec démonstration sous-jacente que l'acidose est un nouveau 
facteur radiosensibilisant. Enfin, dans le cancer du poumon, nous avons également montré in 
vitro que le ciblage de l'hypoxamiR miR-210 permettait de radiosensibiliser drastiquement ce 
sous-type de cancer (Grosso S*, Doyen J* et al, Cell Death Diease 2013; *co-premiers auteurs). 
 
        L'ensemble de ces études montre que la dérégulation des protéines impliquées dans le 
métabolisme hypoxique et glycolytique joue un rôle dans l'agressivité tumorale et pourrait être 
exploité en thérapie anticancéreuse. 
